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   1 
1 Einleitung  
1.1 Entzündung 
Allen entzündlichen Krankheiten, wie z.B. der rheumatoiden Arthritis, liegt eine Entzün-
dungsreaktion zugrunde. Entzündungen/Inflammation (lat. inflammatio) dienen als eine 
Reaktion des Körpers und des Immunsystems dem Schutz vor Infektionen und äußeren Schä-
digungen und sind damit für das Überleben eines Organismus unabdingbar. Gerät jedoch der 
Ablauf einer Entzündungsreaktion des Körpers aus dem Gleichgewicht oder wird durch einen 
genetischen Defekt gestört, kann dies zu schwerer Krankheit und sogar zum Tod führen. In-
nerhalb der Entzündungsreaktion kommt es zu spür- und sichtbaren Symptomen, die bereits 
im ersten Jahrhundert A.D. durch Celsus beschrieben wurden und als die Celsusschen Kardi-
nalsymptome bekannt sind. Es handelt sich um die vier charakteristischen Zeichen Rötung 
(lat. rubor), Überwärmung (lat. calor), Schwellung (lat. tumor) und Schmerz (lat. dolor). Die-
se wurden im 3. Jahrhundert AD von Galen durch ein fünftes, die eingeschränkte Funktion 
(lat. functio laesa), ergänzt (E‘Silva, 1994).  
Kritisch für den Ablauf einer Entzündung ist die Möglichkeit, die Immunantwort wieder an-
zuhalten, nachdem die Noxe (der schädigende Reiz) beseitigt wurde, um eine Schädigung des 
eigenen Gewebes zu verhindern. Diese Selbstregulation basiert auf pro- und anti-
inflammatorischen Signalen. Häufig kommen die ersten Antworten auf eine inflammatorische 
Reaktion von residenten Mastzellen und Makrophagen innerhalb eines Gewebes (Nathan, 
2002). Diese setzen nach Stimulation eine Vielfalt an pro-inflammatorischen Faktoren, inklu-
sive Zytokine und Chemokine, frei. Die primären Moleküle, die die Produktion von Zytoki-
nen und anderen Proteinen der Entzündungsantwort steuern, sind mikrobielle Produkte (z.B. 
Lipopolysaccharid, LPS) und die Hauptzytokine Tumor-Nekrose-Faktor-α (TNF-α), Interleu-
kin (IL)-1, IL-17 und IL-18 selber. Diese binden an eine Reihe von Zelloberflächenrezeptoren 
und aktivieren eine Anzahl von intrazellulären Signalwegen. Diese wiederum sind für die 
Regulation der Expression von Genen der Entzündungsantwort verantwortlich (Kracht, et al., 
2002). Durch die Stimulation der Signalkaskaden kommt es zur Aktivierung und Migration 
von Leukozyten (Neutrophile, Monozyten und Eosinophile) aus dem venösen System zum 
Ort der Schädigung, zur Koaglutation, einem Zusammenbruch oder der Verflüssigung des 
Gewebes und der Zerstörung von Matrix (Mohammed, et al., 2003). Homöostase und Ge-
sundheit werden wieder hergestellt, wenn die Entzündung durch eine anti-inflammatorische 
Antwort limitiert wird (Tracey, 2002). Eine Kontrolle dieser Reaktion ist notwendig, da eine 
falsche Regulation der Antwort zu entzündlichen Krankheiten führen und einen Immundefekt 
(Immundefizienz) zur Folge haben kann (Mohammed, et al., 2003).  
Die Einteilung von Entzündungsreaktionen erfolgt gemäß ihrem zeitlichen Ablauf in akut 
oder chronisch und nach ihrer Ausdehnung in lokal oder systemisch (Arnheim, et al., 1994). 
Wird eine akute lokale Entzündung zu einer körperweiten Antwort, die außer Kontrolle gerät, 
kann sie zu einem erheblichen Organausfall und sogar zum Tod führen (Weiss, 2002). So gibt 
es viele Krankheiten, die durch eine chronische Entzündung charakterisiert sind, obwohl es 
keinen erkennbaren, auslösenden Reiz gibt. Beispiele hierfür sind die rheumatoide Arthritis, 
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Multiple Sklerose oder die chronische Darmentzündung. Diese Krankheiten werden durch 
autoimmunologische Mechanismen initiiert und erhalten 
Die rheumatoide Arthritis stellt 
erkrankung dar. Wie im Folgenden noch erläuter
Entwicklung neuer Therapiestrategien
1.2 Rheumatoide Arthritis 
Die rheumatoide Arthritis ist eine Autoimmunerkrankung
rischen Befall mehrerer diarthrodialer 
3% der Bevölkerung handelt es sich um eine der häufigsten Bindegewebserkrankungen, deren 
Ätiologie, d.h. deren Krankheitsursachen,
2004; Harris, 1990). 
Der Krankheitsausbruch erfolgt üblicherweise in einem Alter zwischen 30 und 55 Jahren, 
wobei die Wahrscheinlichkeit einer Erkrankung bei Frauen doppelt so hoch ist. 
geklärter Ursache werden dabei 
Immunreaktion gegen körpereigenes Gewebe statt. 
als eine symmetrische Polyarthritis, in deren 
nenhaut (Synovium) kommt. Knochen und Knorpel im Gelenk werden ang
baut, was mit erheblichen Schmerzen und Deformation
nächst in den Gelenken von Händen und Füßen auftritt (
2001). 
Abbildung 1-1│Rheumatoide Veränderungen an der Hand. 
gealen Gelenke führt zur Deformation der Hände mit einer Deviation der Finger. 
Das Gelenk ist das Hauptziel der pathologischen Immunantwort, aber 
schrittenen Krankheit können auch viele andere Organe in Mitleidenschaft gezogen werden. 
Systemische Manifestationen, verursacht durch die Grundkrankheit und/oder Folgen der no
wendigen therapeutischen Immunsuppression, wie Infektionen, subkutane Knoten, 
fellentzündung, Lederhautentzündung, Herzbeutelentzündung, Entzündung der Blutgefäße
und ein erhöhtes Risiko für Herz
bei langanhaltender Krankheit bei
gesehen ist die Lebenserwartung von Personen mit rheum
Normalbevölkerung um 5-10 Jahre vermindert 
 
(Kracht, et al., 2002)
ein bedeutendes Paradigma einer systemischen Autoimmu
t wird, besteht eine Notwendigkeit 
, was zum Thema dieser Arbeit wurde.
 
, charakterisiert durch den symme
(frei beweglicher) Gelenke. Mit einer Prävalenz von 1
 noch nicht vollständig geklärt ist
körpereigene Strukturen als fremd erkannt und es 
Klinisch manifestiert sich die Krankheit 
Verlauf es zu einer Entzündung der Gelenki
en einhergeht und initial häufig z
Abbildung 1-1
Die chronische Entzündung der metacarpophala
 
bei einer weit fortg
-Kreislauferkrankungen tragen zur Morbidität und Mortalität 
 (Sweeney, et al., 2004; Turesson, et al., 2007)
atoider Arthritis
(Bernhard, et al., 2001).  
 





















 im Vergleich zur 




   3 
Bei Auslösung und Chronifizierung spielen eine Vielzahl von genetischen und nicht-
genetischen Faktoren (Umwelteinflüsse, infektiöse Agenzien) eine Rolle. Generell kommt es 
durch verschiedene Prozesse der spezifischen und unspezifischen Immunantwort zur klini-
schen Manifestation der rheumatoiden Arthritis.  
Im Folgenden werden einige für diese Arbeit essentielle Aspekte der komplexen Pathogenese 
der rheumatoiden Arthritis sowie derzeitige und neue Strategien zur Therapie näher erörtert.    
1.2.1 Die Ätiopathogenese  
Die Ätiologie (Krankheitsursache und -auslösung) bzw. die komplette Pathogenese (Entste-
hung und Verlauf der Krankheit) der rheumatoiden Arthritis ist, wie bereits erwähnt, noch 
nicht vollständig geklärt (Firestein, 2003). Hypothesen über mögliche Ursachen müssen ver-
schiedene Charakteristika der Krankheit berücksichtigen wie Autoimmunität, chronische Ent-
zündung und die Gelenkzerstörung (Abbildung 1-2, S.3). Mit zunehmender Kenntnis über die 
beteiligten Zelltypen, Antigene und Mediatoren der Krankheit konnten mehrere Faktoren, die 
zum Krankheitsbild beitragen, identifiziert werden (Wahle, et al., 1999; McInnes, et al., 
2007). 
 
Abbildung 1-2│ Pathogenese der rheumatoiden Arthritis. Autoimmunprozesse können Jahre vor dem klinischen 
Auftreten der Krankheit nachgewiesen werden und präsentieren die prä-artikuläre oder lymphoide Phase der 
Krankheit. Der Übergang in die artikuläre Phase, die mit der klinischen Manifestation der Krankheit einhergeht, 
wird durch krankheitsbezogene Prozesse, wie biomechanische und/oder neurologische Ereignisse initiiert. An-
schließend erfolgt die entzündliche Pathogenese, die zur Gelenkszerstörung führt und die Komorbidität, ein-
schließlich Herzkreislauferkrankungen und Osteoporose, erhöht. Mit fortschreitender Krankheit verschieben sich 
autoimmunologische mehr zu entzündlichen Prozessen. Weitere Erläuterungen sind im Text beschrieben 
(McInnes, et al., 2007).  
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Basierend auf der Entdeckung, dass Immunglobuline, Immunkomplexe, B- und T-Zellen eine 
wichtige Rolle in der rheumatoiden Arthritis spielen, wurden Immunmechanismen als primäre 
Reaktionen in der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis postuliert (Waßmuth, 1994). Die 
Autoimmunität manifestiert sich durch die Produktion von Antikörpern spezifisch für IgG 
(bekannt als Rheumafaktoren) oder für zyklische, citrullinierte Peptide (CCP). Letztere 
enthalten die Aminosäure Citrullin, die post-translational durch Peptidylarginin-Deaminasen 
gebildet wird (McInnes, et al., 2007). Weitere Autoantigene in der rheumatoiden Arthritis 
sind Kollagen II (Steffen, 1970) und das Knorpel-Glykoprotein-39 (gp-39) (Verheijden GF, 
1997).   
Die gängige Arbeitshypothese ist, dass ein unbekanntes Antigen mit einem Tropismus für 
Gelenke auf dem Blutweg zum Synovium gelangt und dort durch antigen-präsentierende Zel-
len (APC) mit Hilfe von HLA-Molekülen den T-Lymphozyten präsentiert wird. Die Interakti-
on zwischen den APC und dem passenden Rezeptor der T-Lymphozyten (TCR) führt zu einer 
Zellaktivierung, wodurch es zu einer klonalen Expansion von spezifischen T-Lymphozyten 
kommt. Durch die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine von den aktivierten T-Zellen 
sowie die Aktivierung anderer Zellen wie Makrophagen und Fibroblasten wird eine komplexe 
Sequenz von immunologischen und entzündlichen Prozessen ausgelöst (Bernhard, et al., 
2001; Wahle, et al., 1999). Die Mechanismen, durch die die T- und B-Zell-Toleranz gebro-
chen wird, sind noch nicht gut verstanden (McInnes, et al., 2007). 
Eine Anhäufung von CD4+ T-Zellen (T-Helferzellen) im rheumatoiden Synovium zu Beginn 
der Krankheit sowie die Entdeckung, dass Schweregrad und Rheumatiter mit der Anwesen-
heit von bestimmten HLA-Molekülen (HLA-DR4 und -DR1) korrelieren, stellte die T-
Lymphozyten als Trigger in den Vordergrund. CD4+ T-Zellen werden durch HLA-Moleküle 
der Klasse II (z.B. HLA-DR, -DQ) aktiviert (Lang, 1991). Die HLA-Determinanten HLA-
DR4 und -DR1 treten bei Patienten mit rheumatoider Arthritis gehäuft auf und weisen eine 
Sequenzhomologie für eine bestimmte Aminosäuresequenz in der β-Kette des HLA-
Komplexes auf, das sogenannte „shared epitope“ (Waßmuth, 1994; McInnes, et al., 2007). 
Neben den HLA-Allelen gibt es noch einige andere genetische Loci, die mit Schweregrad und 
Anfälligkeit für die rheumatoide Arthritis assoziiert werden, u.a. für verschiedene Zytokine 
und Zytokinrezeptor-Loci, z.B. für TNF, IL-1, IL-10 und IL-18 (van der Helm-van Mil, et al., 
2005).  
Umweltfaktoren haben ebenfalls einen Einfluss auf Auslösung, Verlauf und Schwere der 
Krankheit. Neben der Beteiligung von zahlreichen, infektiösen Organismen scheint Rauchen 
ein wichtiger Risikofaktor in HLA-DR4-positiven Individuen zu sein (Klareskog, et al., 
2007), da es die Citrullinierung von körpereigenen Proteinen fördert.  
1.2.2 Zelluläre Infiltration in das rheumatoide Synovium  
Nach Aktivierung der Immunantwort kommt es zur klinischen Manifestation der rheumatoi-
den Arthritis. Diese äußert sich in einer Entzündung der Gelenkinnenhaut (Synovium, Memb-
rana synovialis), was als Synovitis bezeichnet wird. Das normale Synovium ist eine relativ 
azelluläre Struktur, deren innere Membran aus makrophagen- und fibroblastenähnlichen Zel-
len, den Synoviozyten, besteht. Durch die verstärkte Proliferation der Synoviozyten und der 
Einwanderung von Immunzellen kommt es zur Hyperplasie (Gewebevergrößerung) des Syn-
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inflammatorischer Zytokine kommt. Zytokine spielen eine wichtige Rolle bei der Entstehung 
und Aufrechterhaltung der rheumatoiden Arthritis, wobei TNF-α und IL-1, aber auch IL-17 
und IFN-γ Schlüsselfunktionen zugeschrieben werden (Sweeney, et al., 2004).  
1.2.3 Zytokine in der rheumatoiden Arthritis  
Zytokine sind direkt in viele Immunprozesse, die mit der Pathogenese der rheumatoiden 
Arthritis assoziiert sind, involviert. Im rheumatoiden Synovium werden zahlreiche funktionell 
aktive Zytokine exprimiert, die sowohl redundant als auch pleiotrop sind (Tabelle 1-1) 
(Jenkins, et al., 2002; McInnes, et al., 2007). Ein Ungleichgewicht zwischen pro- und anti-
inflammatorischen Zytokinen beeinflusst die Induktion der Autoimmunität, die chronische 
Entzündung und dadurch die Schädigung der Gelenke. Sie stellen deshalb ein Hauptziel be-
reits existierender Therapien (TNF-α-Blocker) und neuer Therapiestrategien dar (1.4, S.18) 
(McInnes, et al., 2007). 
Tabelle 1-1│Schlüsselzytokine und ihre Funktionen in der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis  
(Quelle verändert nach McInnes, et al., 2007) 






↑Freisetzung von Zytokinen, Chemokinen, Matrixmetalloproteinasen, iNOS 
und Prostaglandinen durch synoviale Fibroblasten; ↑Monozyten Zytokine, 
PG-Freisetzung; Osteoklastenaktivierung; ↓Synthese von Glykosaminogly-
kanen ↑iNOS, MMP und Aggrekanase; Adhäsionsmolekülexpression auf 
Endothelzellen  
IL-18 Monozyten, dendritische 
Zellen, Thrombozyten, 
Endothelzellen 
T-Zell-Differenzierung (Th1-Zellen mit IL-12; Th2-Zellen mit IL-4); Akti-
vierung, Zytokinfreisetzung und Zytotoxizität durch natürliche Killerzellen; ↓ 
Synthese von Glykosaminoglykanen und iNOS durch Chondrozyten; Zyto-
kinsekretion und Adhäsionsmolekülexpression durch Monozyten; Aktivie-
rung, Zytokinfreisetzung und Migration von polymorphonukleären Leukozy-
ten; pro-angiogen für Endothelzellen 
TNF Monozyten, T-Zellen, B-
Zellen, natürliche Killer-
zellen, Mastzellen, syno-
viale Fibroblasten,     
Osteoblasten 
↑Monozytenaktivierung, Zytokin- und Prostaglandin-Freisetzung; T-Zell- 
Apoptose, klonale Regulation und T-Zell-Rezeptor Dysfunktion;  
↑Expression von Adhäsionsmolekülen auf Endothelzellen, Zytokinfreiset-
zung; ↓Synoviale Fibroblastenproliferation und Kollagen-Synthese ↑MMP 
und Zytokinfreisetzung;  
RANKL Stromazellen, Osteoblas-
ten, T-Zellen  
Stimulation der Knochenresorption via Osteoklastenreifung und -aktivierung; 
moduliert Interaktionen von T-Zellen mit dendritischen Zellen;  
IL-17A Th17-Zellen, synoviale 
Fibroblasten 
↑ Zytokin- und Matrixmetalloproteinase-Freisetzung durch synoviale Fibro-
blasten; Osteoklastogenese; Hämatopoese; ↓Glykosaminoglykan-Synthese 
durch Chondrozyten; ↑Zytokinproduktion durch Leukozyten;  
IL-12 Makrophagen, DCs Proliferation und Reifung Th1-Zellen; Zytotoxizität von T-Zellen und natür-
lichen Killerzellen; B-Zell-Aktivierung 
IL-22 Th17-Zellen Förderung von Hautentzündungen; Inhibitorische Effekte auf IL-4 Produktion 
von Th2-Zellen (Xie MH, 2000; McInnes, et al., 2007) 
IL-23 Makrophagen, DCs Th17-Zell-Proliferation 
IL-7 Synoviale Fibroblasten, 
Monozyten? 
Expansion und Überleben von T-Zellen; Makrophagen-Aktivierung; Häma-
topoetische Regulation; Thymische Regulation;  
IL-10 Monozyten, T-Zellen, B-
Zellen, DCs, Epithelzellen 
↑Produktion von Zytokinen, iNOS und löslichen Rezeptoren durch Makro-
phagen; ↓T-Zell-Zytokinfreisetzung; ↓MHC-Expression, TReg-Zell-Reifung 
und Effektorfunktion; ↓Aktivierung und Zytokinfreisetzung durch dendriti-
sche Zellen;↓ MMP- und Kollagen-Produktion durch synoviale Fibroblasten; 
↑B-Zell-Isotyp-Wechsel  
IL-6 Monozyten, synoviale 
Fibroblasten, B-Zellen, T-
Zellen  
Proliferation und Antikörper-Produktion von B-Zellen; Hämatopoese und 
Thrombopoese; T-Zell-Proliferation, Differenzierung und Zytotoxizität; 
↑hepatische Akute-Phase-Antwort; ↑neuroendokrine Effekte 
Typ I IFNs vielfältig Antivirale Antwort; viele immunmodulatorische Effekte; ↑MHC Expression; 
Makrophagen Aktivierung; Lymphozyten-Aktivierung, Differenzierung und 
Überleben (antiproliferativ)  
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Der Verlauf und Erhalt der Arthritis wird durch die parakrine und autokrine Ausschüttung von 
Zytokinen beeinflusst (Sweeney, et al., 2004). Dabei dominiert die Anwesenheit von         
Monokinen deutlich die der T-Zell-Zytokine, welche nur in geringen Mengen bis gar nicht im 
rheumatoiden Synovium nachgewiesen werden können. Aus diesem Grund wird den T-
Lymphozyten in der späten Pathogenese der Krankheit eine geringere Rolle zugeschrieben als 
den Fibroblasten und Monozyten (Jenkins, et al., 2002). Residente Makrophagen und synovia-
le Fibroblasten des Synoviums produzieren Faktoren, die entweder sie selber oder die be-
nachbarten Zellen aktivieren und verstärken die synoviale Inflammation. IL-1 und TNF-α 
werden von synovialen Makrophagen produziert, stimulieren die Fibroblastenproliferation 
und erhöhen die Produktion von IL-6, dem Kolonie-stimulierenden Faktor (GM-CSF), IL-8 
und anderen Chemokinen sowie Enzymen, die an der Gelenkzerstörung beteiligt sind. Diese 
Faktoren wiederum aktivieren Makrophagen in der Umgebung und fördern eine kontinuierli-
che Zytokinproduktion. Es entsteht ein positiver Feedback-Mechanismus zwischen Makro-
phagen und synovialen Fibroblasten, welcher die synoviale Inflammation erhält (Abbildung 
1-4) (Sweeney, et al., 2004; Firestein, 2003).  
 
Abbildung 1-4│Zytokin-Netzwerk in der rheumatoiden Arthritis. Makrophagen und Fibroblasten sind in der 
Synovialmembran benachbart und produzieren para- und autokrine Zytokine. Pro-inflammatorische Zytokine (+) 
und anti-inflammatorische Zytokine (-) sind angegeben. Dieses Szenario basiert auf der Interaktion von mesen-
chymalen Zellen, wobei antigen-präsentierende Zellen an den Inflammationsreaktionen beteiligt sein können 
(Firestein, 2003).  
Suppressive Zytokine wie TGF-β (transforming growth factor-β) und IL-1ra (IL-1 Rezeptor-
antagonist) sowie anti-inflammatorische Zytokine wie IL-10 und IL-11 werden ebenfalls im 
Synovium produziert, jedoch in unzureichender Menge, um die Synovitis zu hemmen 
(Shouda, et al., 2001; Feldmann, et al., 1996).  Die Abwesenheit der T-Zell-Zytokine IL-2 und 
IL-4 könnte die Bildung von regulatorischen T-Zellen (TReg) hemmen und die Differenzierung 
von Th1- oder Th17-Zellen fördern (1.2.4, S.8). Die löslichen Zytokinrezeptoren TNFR I und 
Typ II IL-1R, welche eine regulatorische Funktion ausüben, indem sie TNF und IL-1 von 
ihren membrangebundenen Rezeptoren fern halten, sind ebenfalls nur in unzureichenden 
Mengen im synovialen Gewebe vorhanden, um die Homöostase des Gewebes wieder herzu-
stellen.  
Im Laufe der Zeit wurde durch die Entdeckung immer neuer beteiligter Faktoren das Zytokin-
geflecht komplexer. IL-18 ist z.B. an der Makrophagenaktivierung, IFNγ-Induktion und der 
lokalen Th1-Differenzierung von T-Zellen beteiligt (Gracie, et al., 1999). IL-15, das von 
Makrophagen produziert wird, kann die Produktion von TNF-α durch die Aktivierung syno-




   8 
vialer T-Zellen induzieren (Ziolkowska, et al., 2000). Synoviale T-Zellen zeigen den 
Th1/Th17-Phänotyp (1.2.4, S.8) und tragen zum lokalen Zytokinmilieu bei (Loetscher, et al., 
1998). IL-17 wird von Th17-Zellen im Synovium produziert und trägt zusammen mit IL-1 
und TNF-α zur Fibroblasten-Aktivierung und Knochenzerstörung bei (Chabaud, et al., 1999). 
Auch Zell-Zell Kontakte zwischen T-Zellen und anderen Zelltypen in der rheumatoiden 
Arthritis können die Produktion von Zytokinen und Metalloproteinasen fördern und damit zur 
erhöhten Knochenzerstörung beitragen. Dabei bestimmt der Aktivierungsstatus (über T-Zell- 
Rezeptoren oder zytokinabhängig) und Phänotyp (Th1, Th2 oder Th17) der T-Zellen, welche 
Signalwege (z.B. Phosphoinositide 3-Kinase (PI3K), NFκB) in den Zielmakrophagen stimu-
liert werden und welche Zytokine und Chemokine dann sekretiert werden (Brennan, et al., 
2002; Dayer, et al., 2004).  Die Interaktionen von T-Zellen und Makrophagen kann von IL-4, 
IL-10 und TGFβ durch eine parakrine Regulation inhibiert werden (Dayer, et al., 2004). Die 
Aktivierung von synovialen Fibroblasten durch T-Zellen erfolgt hauptsächlich über die Prä-
sentation von membrangebundenen Zytokinen, was ein genereller Effektorweg in chronischen 
Entzündungen sein könnte (McInnes, et al., 2007).  
1.2.4 Die Rolle von T-Zellen in der rheumatoiden Arthritis  
Aufgrund der genetischen Assoziation mit MHC Klasse II Allelen und dem erhöhten Vor-
kommen von T-Zellen im entzündeten Synovium sind T-Zellen in die Pathogenese der rheu-
matoiden Arthritis involviert. Dies wird auch durch die Notwendigkeit einer Anwesenheit von 
T-Zellen in verschiedenen Tiermodellen der Arthritis deutlich (Panayi, 2006).  
Ein klassisches Paradigma der rheumatoiden Arthritis, das in den 80er Jahren aufgestellt wur-
de, stellt ebenfalls die T-Zellen, speziell CD4+ T-Zellen in den Mittelpunkt (Mosmann, et al., 
1986). CD4+ T-Zellen können basierend auf ihrem spezifischen Zytokinprofil in Th1- und 
Th2- Zellen eingeteilt werden. Der Th1-Phänotyp ist für die Beseitigung von intrazellulären 
Pathogenen zuständig und wird über die Produktion von IFNγ, Lymphotoxin-β und TNF de-
finiert, während der Th2-Phänotyp für die Bekämpfung parasitärer Infektionen wichtig ist und 
durch die Sekretion von zumeist anti-inflammatorischen Zytokinen wie IL-4, IL-5 und IL-13 
charakterisiert wird (Schultze-Koops, et al., 2001). Th1-Zytokine verhindern dabei sowohl die 
Differenzierung von naiven, undifferenzierten T-Zellen in Th2-Zellen als auch die Produktion 
von anti-inflammatorischen Zytokinen durch Th2-Zellen. Ein Ungleichgewicht von Th1- zu 
Th2-Zellen führt zu einem Überschuss an pro-inflammatorischen gegenüber anti-
inflammatorischen Zytokinen und wird als mögliche Ursache für viele Autoimmunerkrankun-
gen wie z.B. rheumatoide Arthritis und Diabetes angesehen. Eine der Hauptkonsequenzen 
dieses Ungleichgewichts ist die Produktion von TNFα, die eine Reihe von Ereignissen aus-
löst, welche zur chronischen Entzündung und der Zerstörung von Knochen und Knorpel füh-
ren. Experimentelle Modelle der rheumatoiden Arthritis, die durch Antigene induziert werden, 
wie z.B. die Kollagen-induzierte Arthritis (1.3, S.17) sind Th1-vermittelt und stellen ein wich-
tiges Werkzeug zur Aufklärung und Untersuchung verschiedener Prozesse der rheumatoiden 
Arthritis dar (Boissier MC, 2008). Viele Experimente, meist an Tiermodellen, führten zu der 
Annahme, dass die rheumatoide Arthritis eine Th1 (T-Helfer 1 Zellen) vermittelte Krankheit 
ist (Schultze-Koops, et al., 2001; Steinmann, 2007). Obwohl eine Reihe von Erfolgen durch 
dieses Modell bei der Behandlung der rheumatoiden Arthritis erzielt werden konnten, können 
einige Ereignisse nicht erklärt werden, wie z.B. die kaum nachweisbare Anwesenheit von 
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IFNγ im rheumatoiden Synovium, die unzureichende Effizienz von monoklonalen Antikör-
pern gegen IFNγ und die paradoxen Effekte von IFNγ, welches einerseits in der Lage ist, eine 
etablierte Arthritis in Mäusen zu mildern, aber andererseits das Auftreten von Arthritis in ge-
sunden Mäusen fördert (Manoury-Schwartz B, 1997; Boissier MC, 1995).  
Dieses klassische Th1/Th2-Paradigma wurde durch Studien an Th1-vermittelten Autoimmun-
erkrankungen in Tiermodellen (experimentelle Autoimmun-Encephalomyelitis und Kollagen-
induzierte Arthritis) in den letzten Jahren um einen weiteren T-Helferzelltyp erweitert. Die 
erst kürzlich beschriebenen IL-17 produzierenden Th17-Zellen werden dabei  als wichtiger 
Effektor postuliert (Lubberts, et al., 2005). Die Induktion von Th17-Zellen aus naiven T-
Zellen erfolgt durch die Anwesenheit von IL-6 und TGF-β, während IL-23 für die Proliferati-
on der Th17-Zellen und die Produktion von IL-17 unabdingbar ist (Mangan, et al., 2006; 
Bettelli E, 2006). Dass Th17-Zellen eine wichtige Rolle in der Arthritis spielen, wird dadurch 
deutlich, dass IL-6 und IL-23p19 knock-out Mäuse resistent gegen die Entwicklung von Kol-
lagen-induzierter Arthritis sind (Murphy, et al., 2003; Alonzi, et al., 1998; Aggarwal, et al., 
2003) und  eine Inhibierung oder Überexpression von IL-17 in den Gelenken die Entzündung 
und Schädigung des Gelenks verhindert bzw. verschlimmert (Lubberts, et al., 2005). Im Ge-
gensatz dazu ist eine IL-12 Deletion und die damit verbundene Abwesenheit von Th1-Zellen 
in Mäusen mit einer verstärkten Krankheitsausbildung assoziiert (Cua, et al., 2003; Murphy, 
et al., 2003).  
Der Ort der Differenzierung von pathogenen Effektor-T-Zellen in der rheumatoiden Arthritis 
ist noch nicht bekannt. Das synoviale Milieu enthält zahlreiche, von Makrophagen und Fib-
roblasten produzierte Zytokine, wie IL-1β, IL-6, IL12, IL-15, IL-18, IL-23, TNF und TGFβ, 
die die Differenzierung und Expansion von Th1- und/oder Th17-Zellen fördern könnten 
(Abbildung 1-5, S.10) (McInnes, et al., 2007).  
Die Aktivität der beschriebenen Effektor-T-Zellen wird durch regulatorische T-Zellen (TReg), 
die eine wichtige Rolle in der Immuntoleranz spielen, reguliert. TReg Zellen können ebenfalls 
im rheumatoiden Synovium gefunden werden, scheinen aber eine eingeschränkte Funktion 
aufzuweisen. Im Zusammenhang mit der Differenzierung von TReg-Zellen aus naiven T-
Zellen wird die ambivalente Rolle von TGFβ deutlich: zusammen mit IL-6 fördert TGFβ die 
Differenzierung in Th17-Zellen, während es in der Abwesenheit von IL-6  in Kombination 
mit IL-10 die Induktion von TReg-Zellen fördert (Abbildung 1-5, S.10) (Skapenko, et al., 
2005; Ehrenstein, et al., 2004).  
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Abbildung 1-5│Aktivierung von synovialen T-Zellen in der rheumatoiden Arthritis und ihre Schlüsselwirkungen. 
Synoviale T-Zellen können über T-Zellrezeptoren  und Co-Stimulationswege sowie über Zytokin- oder Toll-
like-Rezeptor vermittelte Stimuli aktiviert werden. Die im rheumatoiden Synovium vorhandenen Zytokine IL-
12, IL-23, IL-6 und TGF-β fördern die Differenzierung von Th1- bzw. Th17 Zellen. Regulatorische T-Zellen 
(TReg) sind zwar vorhanden, scheinen aber keine optimale regulatorische Aktivität auszuüben. Die aktivierten T-
Zellen vermitteln Effektor-Funktionen in der rheumatoiden Arthritis durch die Sekretion von Zytokinen, wo-
durch Leukozyten und mesenchymale Zellen aktiviert werden, durch die Hilfestellung für B-Zellen und durch 
Zytotoxizität, die durch CD8+ Zellen vermittelt wird. Sie können ebenfalls Makrophagen, Fibroblasten und 
endotheliale Zellen durch den direkten Zell-Zell Kontakt aktivieren (McInnes, et al., 2007).  
Effektor-Funktionen von Th17-Zellen in der Synovitis können direkt über die Produktion von 
inflammatorischen Zytokinen erfolgen (Abbildung 1-5, S.10). Die Rolle von IFNγ als Effek-
torzytokin ist noch nicht vollständig geklärt. In kultivierten synovialen Zellen induziert IFNγ 
die Zytokinproduktion in Makrophagen und Fibroblasten, wobei die in vivo-Signifikanz dieser 
Induktion aufgrund des geringen IFNγ-Vorkommens im Synovium unklar ist (McInnes, et al., 
2007). IL-17 vermittelt viele chronische Entzündungsantworten wie Angiogenese, Rekrutie-
rung von inflammatorischen Zellen und die Induktion von pro-inflammatorischen Mediatoren 
durch endotheliale und epitheliale Gewebe (Ouyang W, 2008). Weitere T-Zell-abhängige 
Effektoren sind IL-22, GM-CSF und RANKL, welche sowohl in die Gelenkdegradation 
(1.2.6, S.12) als auch in den Erhalt und die Förderung der Entzündung involviert sind (Tabelle 
1-1, S.6).  Weiterhin tragen T-Zellen durch direkte Interaktion mit benachbarten Makropha-
gen und synovialen Fibroblasten zu deren Aktivierung und damit zur synovialen Entzündung 
bei (Abbildung 1-4, S.7) (Firestein, 2003).  
Obwohl T-Zellen offensichtlich eine große Rolle in der Pathogenese der rheumatoiden Arthri-
tis spielen, waren bisherige therapeutische Ansätze basierend auf der Modulation von T-
Zellen mit Cyclosporin, CD4- und CD52-spezifischen Antikörpern eher enttäuschend 
(Keystone, 2003). Künftige therapeutische Strategien, die das neue Paradigma eines 
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Th1/Th17-Ungleichgewichts im Krankheitsbild mit einbeziehen, werden zeigen, ob dieses 
sich etablieren kann.   
1.2.5 Makrophagen und ihre Effektorzytokine in der rheumatoiden Arthritis  
Makrophagen nehmen eine zentrale Rolle in der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis ein. 
Die synovialen Gewebe-Makrophagen differenzieren aus peripheren Blutmonozyten 
(Athanasou, 1995) und sind in subsynovialen Bereichen im rheumatoiden Synovium verteilt, 
während die Deckzellschicht vornehmlich aus synovialen Fibroblasten besteht. Sie sind in die 
Initiation und Erhaltung der Entzündung, die Adhäsion und Migration von Leukozyten, die 
Matrixdegradation und Angiogenese involviert. Unter bestimmten Umständen können syno-
viale Makrophagen in Osteoklasten differenzieren und so auch direkt an der Knochenresorpti-
on beteiligt sein (Chang, et al., 1992). Des Weiteren stellen Makrophagen die Hauptproduzen-
ten von inflammatorischen Mediatoren, wie Zytokinen, Chemokinen, Wachstumsfaktoren und 
Proteasen im rheumatoiden Synovium dar (Szekanecz, et al., 2007).  
Die Aktivierung und anschließende Sekretion von inflammatorischen Mediatoren von Makro-
phagen kann über verschiedene Zytokine (TNFα, IL-1, IL-12, IFNγ), Immunkomplexe, direk-
te Zell-Zell Kontakte mit T-Zellen oder synovialen Fibroblasten, Chemokinen oder Hypoxie 
erfolgen (Maruotti, et al., 2007). Die wichtigsten Zytokine, die von aktivierten synovialen 
Makrophagen produziert werden wie TNFα, IL-1, IL-6, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18, IL-23 und 
TGFβ sowie ihre Effekte sind in Tabelle 1-1, S. 6 aufgeführt.  
TNFα nimmt dabei eine Schlüsselfunktion ein (Feldmann, et al., 1996): Es kann in den meis-
ten synovialen Biopsien nachgewiesen werden, seine Inhibierung supprimiert verschiedene 
Arthritismodelle, während eine Überexpression eine spontane, erosive inflammatorische 
Arthritis auslöst (Keffer, et al., 1991). TNF induziert die Aktivierung von Leukozyten und 
Endothelzellen, das Überleben und die Aktivierung von synovialen Fibroblasten, die Sensibi-
lisierung von Schmerzrezeptoren sowie die Angiogenese – alles Schlüsseleigenschaften der 
rheumatoiden Arthritis. Dies wird auch durch den enormen Erfolg bei der therapeutischen 
Inhibierung von TNF deutlich: 70% der Patienten mit etablierter rheumatoider Arthritis zei-
gen klinische Antworten auf die Behandlung. Innerhalb von 24 Stunden kann eine Senkung 
von IL-6 und Akute-Phase-Proteinen im Plasma, eine Inhibierung der Migration von Leuko-
zyten, eine Deaktivierung von Endothelzellen und eine Wiederherstellung der regulatorischen 
T-Zell-Funktion und Phänotyp nachgewiesen werden (Ehrenstein, et al., 2004; Maini, et al., 
2000; McInnes, et al., 2007).  
IL-6 ist ebenfalls ein wichtiges Effektorzytokin, das sowohl mit lokalen als auch systemischen 
Symptomen der rheumatoiden Arthritis assoziiert ist. IL-6 ist ein Auslöser der Akute-Phase- 
Antwort, welche Fieber, sekundärer Amyloidose, Anämie und eine Erhöhung der Akute-
Phase-Proteine, wie dem C-reaktiven Protein (CRP), zur Folge hat. Die Förderung der B-Zell- 
Differenzierung durch IL-6 könnte zur Bildung des Rheumafaktors und anderen Autoantikör-
pern beitragen. In den Gelenken fördern IL-6 die Osteoklastenaktivierung und induziert die 
Freisetzung von Metalloproteinasen, die zur Gelenkschädigung beitragen. In Patienten mit 
rheumatoider Arthritis korrelieren die IL-6-Mengen mit den klinischen Symptomen und dem 
Schweregrad der Krankheit (Cronstein, 2007). Dies zeigt sich auch in Tiermodellen der 
rheumatoiden Arthritis, wo IL-6 für die Induktion der Kollagen-induzierten Arthritis benötigt 
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wird (Alonzi, et al., 1998; Sasai, et al., 1999). Klinische Versuche, bei denen Signalwege von 
IL-6 mit einem monoklonalen Antikörper für lösliche IL-6-Rezeptoren blockiert wurden, re-
duzierten Aktivität und Symptome der Krankheit (Choy, et al., 2002; Nishimoto, et al., 2004).  
IL-1α und IL-1β werden im Synovium von Patienten mit rheumatoider Arthritis produziert 
(Dayer, et al., 2002), wobei Makrophagen die Hauptproduzenten von IL-1β sind. IL-1β stimu-
liert die Produktion von Mediatoren wie Prostaglandin E2, Stickstoffmonoxid (NO), Zytoki-
ne, Chemokine und Adhäsionsmoleküle. Außerdem stimuliert IL-1 die Synthese und Aktivität 
von Matrixmetalloproteinasen und anderen Enzymen, die in die Knorpeldegradation in der 
rheumatoiden Arthritis involviert sind. In vitro und in vivo werden die Effekte von IL-1 durch 
einen natürlichen Inhibitor, dem IL-1-Rezeptorantagonisten, inhibiert. Dieser verhindert die 
Interaktion von IL-1 mit seinem Zelloberflächenrezeptor (Jaques, et al., 2006).  
1.2.6 Gewebedegradation in der rheumatoiden Arthritis 
Die Zerstörung der extrazellulären Matrix im Verlauf der rheumatoiden Arthritis führt zu er-
heblichen Einschränkungen und Invalidität bei den betroffenen Patienten. Verschiedene Me-
chanismen der Knochen- und Knorpeldegradation sind an der Gelenkzerstörung in der rheu-
matoiden Arthritis beteiligt.  
1.2.6.1 Knorpeldegradation  
Artikulärer Knorpel besteht aus zwei Schichten: einer nicht-mineralisierten Oberflächen-
schicht und einer mineralisierten Schicht in unmittelbarer Nähe zum Knochen. Dabei wird nur 
letztere durch Osteoklasten resorbiert, wohingegen die Degradation des nicht-mineralisierten 
Knorpels überwiegend durch die Produktion von Proteasen durch synoviale Fibroblasten und 
Chondrozyten sowie zelluläre Infiltration von synovialen Fibroblasten in die Matrix vermittelt 
wird (Abbildung 1-6, S.13) (McInnes, et al., 2007). Chondrozyten verändern durch das in-
flammatorische Zytokinmilieu im arthritischen Gelenk, besonders durch IL-1β, IL-17, IL-18 
und TNF, ihre Syntheseeigenschaften. Sie gehen von einem Matrix-aufbauenden Zustand 
(Produktion von Kollagen und Proteoglykan) in einen katabolen Status über, der durch die 
Produktion von Matrix-abbauenden Enzymen wie  Metalloproteinasen und Aggrecanasen 
(ADAMTS) charakterisiert ist. Zusätzlich werden diese degradierenden Enzyme von synovia-
len Fibroblasten, Neutrophilen und Mastzellen, die in unmittelbarer Nähe zum Gelenkknorpel 
sind, produziert (McInnes, et al., 2007).  
Von den beteiligten Zytokinen nimmt IL-1β eine Schlüsselrolle bei der Vermittlung der 
Knorpeldegradation ein. Es inhibiert die Synthese von Matrix und induziert die Freisetzung 
von Matrix-degradierenden Enzymen wie MMP1, MMP3, MMP8, MMP13 und MMP14 
(Eberhardt, et al., 2000; Catterall, et al., 2001). Dies wird auch dadurch deutlich, dass IL-1- 
vermittelte Tiermodelle wie Kollagen-induzierte Arthritis und Mäuse mit einer IL-1ra-
Defizienz eine schnelle und extensive Knorpeldegradation aufweisen (Van den Berg, 2002). 
TNF hingegen spielt bei der Induktion der Expression von Matrix-abbauenden Enzymen eine 
weniger wichtige Rolle und ist nur insofern beteiligt, als dass es die Produktion von IL-1 in-
duziert. Von Th17-Zellen produziertes IL-17 hingegen wirkt direkt und synergistisch mit IL-
1β und TNF, um den Knorpelabbau zu fördern. Die Injektion von IL-17 ins Gelenk erhöht 
den Proteoglykanabbau (Dudler, et al., 2000) und verstärkt nach Induktion der Kollagen-
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induzierten Arthritis die Knorpelschädigung, führt zu Erosionen und dem Absterben von 
Chondrozyten (Lubberts, et al., 2002). IL-17 wirkt IL-1β-unabhängig, da es auch in IL-1β 
defizienten Mäusen zur Knorpelzerstörung führen kann.   
 
Abbildung 1-6 │Regulation der Aktivierung von Chrondrozyten und der Knorpeldegradation in rheumatoider 
Arthritis. Die Knorpeldegradation ist ein schrittweiser Prozess, der auf der Freisetzung von Matrix-abbauenden 
Enzymen wie Aggrecanasen (ADAMTS) und Matrixmetalloproteinasen (MMPs) beruht. Zytokine wie IL-1 und 
IL-17 verändern die Syntheseeigenschaften von Chondozyten, die dann Matrix-abbauende Enzyme statt Mat-
rixmoleküle produzieren. Zusätzlich produzieren synoviale Fibroblasten Matrix-abbauende Enzyme und begin-
nen nach der Aktivierung durch Zytokine wie TNFα und IL-1 in den Knorpel einzufallen. Das Absterben von 
Chondrozyten ist ein weiterer Prozess bei der Knorpelschädigung, der zur Bildung von Hohlräumen führt und 
verhindert, dass der Knorpel die Matrix wieder auffüllt (McInnes, et al., 2007).  
Zusätzlich führt die entzündliche Umgebung dazu, dass sich die synovialen Fibroblasten stän-
dig verändern. Oxidativer Stress und eine gestörte DNA-Reparatur sind potentielle Ursachen 
für Mutationen in bestimmten Schlüsselgenen, wie dem p53-Tumorsuppressorgen, und kön-
nen dadurch die Proliferation der Synoviozyten und damit die Knorpelinvasion erhöhen (Tak, 
et al., 2000).  
1.2.6.2 Knochendegradation 
Bei der rheumatoiden Arthritis ist die normale, physiologische Homöostase zwischen Kno-
chenaufbau und Knochenabbau zugunsten der Knochenresorption verschoben. Diese wird von 
Osteoklasten vermittelt (Teitelbaum, 2000) und erfolgt an der Grenze zwischen synovialem 
Gewebe und Gelenkknochen. Dadurch wird das Eindringen von synovialen Fibroblasten er-
möglicht, was in der Bildung eines Pannus resultiert (Gravallese, et al., 2000). Osteoklasten- 
Vorläuferzellen strömen in das rheumatoide Synovium ein und differenzieren in reife Osteo-
klasten. Dieser Prozess der Differenzierung sowie die Aktivierung der metabolischen Aktivi-
tät der Osteoklasten basiert auf der Interaktion mit mesenchymalen Zellen und Lymphozyten 
und wird durch Zytokine reguliert (McInnes, et al., 2007). Hierbei sind M-CSF (‚macrophage  
colony-stimulating factor‘) und RANKL (‚receptor activator of nuclear factor κB (RANK) 
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ligand‘) von essentieller Bedeutung, da das Fehlen einer der beiden Faktoren ausreichend ist, 
um die Ostoklastogenese zu blockieren (Yoshida, et al., 1990). M-CSF wird von synovialen 
Fibroblasten durch TNF und zu einem geringeren Maße von T-Zellen durch IL-7 produziert 
(Seitz, et al., 1994) und spielt eine maßgebliche Rolle bei der frühen Differenzierung von  
Osteoklasten. Der RANKL-Rezeptor, RANK, wird auf Osteoklasten, Osteoklasten-Vorläufern 
und Chondrozyten exprimiert. Synoviale Fibroblasten und aktivierte T-Zellen im Synovium 
produzieren RANKL, der die Reifung und Aktivierung von Osteoklasten induziert. Die Ex-
pression von RANKL wiederum wird durch inflammatorische Zytokine wie TNF, IL-1β, IL-6 
und IL-17 reguliert, wird aber auch durch andere inflammatorische Mediatoren wie Prosta-
glandin E2 (Horwood, et al., 1998; Kotake, et al., 1999) angeregt. RANKL ist in die späte 
Differenzierung der Osteoklasten involviert und vermittelt ihre Aktivität zur Knochenresorp-
tion.  
Andere Zytokine tragen ebenfalls zur Knochenresorption bei. TNF verstärkt die RANKL in-
duzierte Osteoklastogenese (Lam, et al., 2000) und mobilisiert CD11b+-Osteoklasten Vorläu-
ferzellen aus dem Knochenmark (Li, et al., 2004). IL-1β induziert die Expression von 
RANKL, verstärkt die RANKL-induzierte Osteoklastogenese und ist an der Regulation der 
RANK-Expression beteiligt (McInnes, et al., 2007). Die Expression von RANKL, TNF und 
IL-1β durch synoviale Fibroblasten wird von IL-17 gefördert (Sato, et al., 2006). Obwohl Th1 
Zellen RANKL exprimieren und damit zur Osteoklastogenese beitragen, führt eine            
Stimulation mit IL-12 oder IL-18 zur Produktion von IFNγ und GM-CSF, die beide einen 
inhibitorischen Effekt auf die Bildung von Osteoklasten haben (Takayanagi, et al., 2000; 
Udagawa, et al., 1997).  
Die Knochenbildung als physiologische Gegenreaktion bei verstärkter Knochenresorption 
wird von Osteoblasten vermittelt und ist in der rheumatoiden Arthritis so gut wie nicht vor-
handen. Die Regulation der Knochenbildung unter arthritischen Bedingungen ist nicht sehr 
gut untersucht, wobei Zytokine wie TNF wieder eine Rolle zu spielen scheinen. TNF inhibiert 
die Funktion und Differenzierung von Osteoblasten (Bertolini, et al., 1986) und ist für eine 
erhöhte Produktion von sekretorischen Molekülen wie Dickkopf Homolog 1 (DKK1) verant-
wortlich, das WNT-Proteine inhibiert und dadurch Knochen- und Knorpelbildung inhibiert 
(Diarra, et al., 2007).  
1.2.7 Signalweiterleitung in der rheumatoiden Arthritis  
Signaltransduktionswege sind intrazelluläre Mechanismen, durch die die Zellen auf Umge-
bungsstress reagieren und sich anpassen können. Generell wird durch die Ligation von spezi-
fischen Zelloberflächenrezeptoren, die das extrazelluläre Milieu wahrnehmen, die Aktivie-
rung einer Signalkaskade in Gang gesetzt, welche schließlich die Gen- und Proteinexpression 
verändert und an die extrazelluläre Situation anpasst. Im rheumatoiden Synovium werden 
Signalkaskaden und Transkriptionsfaktoren aktiviert (Abbildung 1-7, S.15) (Firestein, 2003). 
Hierbei sind NFκB, Mitogen-aktivierte Protein (MAP)-Kinasen und der Transkriptionsfaktor 
Aktivator-Protein-1 (AP-1) besonders an der Regulation der synovialen Inflammation und 
Gelenkdegradation beteiligt und stellen potentielle Ziele für künftige Therapieansätze dar 
(Sweeney, et al., 2004).  
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Abbildung 1-7│Überblick über IL-1 und TNF induzierte MAPK und NFκB Signalwege. a.│zeigt den NFκB 
Signalweg  und b.│den MAPK-Signalweg. Beide können über die pro-inflammatorischen Zytokine IL-1 und 
TNFα induziert werden und führen zur Transkription von Genen, die für verschiedene Moleküle wie Zytokine, 
Chemokine, Matrixmetalloproteinasen und Prostaglandine codieren. Die Beschreibung der Signalwege und ihrer 
Rolle in der rheumatoiden Arthritis erfolgt im Haupttext (Smolen, et al., 2003).  
1.2.7.1 Nuklear Faktor-kappa B (NFκB) – Signalweg  
NFκB wird im arthritischen Synovium aktiviert und kontrolliert die Transkription von in-
flammatorischen Genen, die an der rheumatoiden Arthritis beteiligt sind wie beispielsweise 
TNF-α, IL-1, IL-6, IL-8, Cyclooxygenase-2, induzierbare Nitritoxid-Synthetase und Matrix-
metalloproteinasen (Han, et al., 1998). Im ‚kanonischen‘ NFκB-Signalweg, der Heterodimere 
aus p50/p65 involviert, führen inflammatorische Zytokine wie TNFα und IL-1β oder andere 
Aktivierungssignale zur Phosphorylierung des natürlichen NFκB-Inhibitors IκB und somit zur 
Aktivierung des IκB-Kinase-Signalkomplexes, bestehend aus IKK1(α), IKK2(β) und der re-
gulatorischen Untereinheit NEMO (‚NFκB essential modulator‘, IKKγ) in den Synoviozyten. 
Die Phosphorylierung von IκB führt zu dessen Abbau, sodass NFκB freigegeben wird und in 
den Kern translozieren kann, um dort spezifische Gene zu aktivieren  (Abbildung 1-7, S.15) 
(Sweeney, et al., 2004; Smolen, et al., 2003; Simmonds, et al., 2008). Aktive NFκB-
Transkriptionsfaktoren konnten in kultivierten synovialen Fibroblasten (Handel, et al., 1995), 
in humanen arthritischen Gelenken (Marok, et al., 1996) und in den Gelenken von Tieren mit 
experimentell induzierter Arthritis (Han, et al., 1998) nachgewiesen werden. Die beiden 
NFκB-Untereinheiten p50 und p65 wurden in den Zellkernen von synovialen Fibroblasten der 
Synovialmembran und in Makrophagen nachgewiesen (Handel, et al., 1995; Benito, et al., 
2004). Studien an experimentell induzierter Arthritis in knock-out Mäusen für p50 und c-Rel, 
beides Mitglieder der NFκB-Familie, zeigten dass die Abwesenheit von p50 einen kompletten 
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Verlust der humoralen Antwort verursacht, die T-Zell-Proliferation hemmt und eine Resistenz 
gegen Arthritis verleiht, während ein Fehlen von c-Rel keinen oder nur geringen Einfluss auf 
die Induktion und den Verlauf der Arthritis hatte (Campbell, et al., 2000). Dies bestätigt – 
neben zahlreichen weiteren Studien - eine prädominante Rolle von p50 (beziehungsweise des 
p50/p65-Heterodimers) bei der Entzündungsreaktion der rheumatoiden Arthritis und somit 
des kanonischen NFκB-Signalweges. Deshalb sind NFκB-Inhibitoren potentielle Kandidaten 
für die Therapie von rheumatoider Arthritis, wobei die kanonischen IKKs (IKK1 und IKK2), 
die wohl vielversprechendsten Ziele im NFκB Signalweg darstellen (Simmonds, et al., 2008).  
1.2.7.2 Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) – Signalwege  
Als „MAPK-Signalwege“ werden eine Reihe von parallelen Kinase-Kaskaden bezeichnet, die 
das Überleben und die Proliferation von Zellen sowie die Produktion von Zytokinen und Me-
talloproteinasen regulieren und durch die Bindung von Zytokinen an ihre Zelloberflächenre-
zeptoren und anschließende Rekrutierung von Adapterproteinen angeregt werden. Diese Ki-
nasen phosphorylieren Serin-, Threonin- oder Tyrosinreste von intrazellulären Proteinen und 
werden in drei Gruppen eingeteilt: c-Jun N-terminale Kinase (JNK), extrazelluläre, signalre-
gulierte Kinase (ERK) und p38 MAPK (Abbildung 1-7, S.15) (Johnson, et al., 2002). ERK 
wird hauptsächlich durch Wachstumsfaktoren aktiviert, während pro-inflammatorische Zyto-
kine meist JNK- und p38-MAPK-Kaskaden aktivieren (Smolen, et al., 2003). Die Aktivität 
der MAPK wird von im Signalweg oberhalb (‚upstream‘) gelegenen MAPKK reguliert, die 
wiederum von MAPKKK aktiviert werden können. Alle drei MAPK werden im synovialen 
Gewebe exprimiert und phosphoryliert und können die Expression von Zytokinen und       
Metalloproteinasen induzieren (Schett, et al., 2000).  
1.2.7.2.1 p38 MAPK 
Der p38-Signalweg hat ein großes Potential als therapeutisches Ziel in der rheumatoiden 
Arthritis, da er die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen in vitro und in vivo regu-
lieren kann (Fijen, et al., 2001). Von den vier identifizierten Isoformen α, β, γ und δ ist p38α 
am wichtigsten für die Regulation der Zytokinproduktion in Makrophagen. P38 MAPK wer-
den im Synovium von Patienten mit rheumatoider Arthritis exprimiert und können durch zahl-
reiche Zytokine in kultivierten synovialen Fibroblasten aktiviert werden (Schett, et al., 2000; 
Han, et al., 1999). Die Funktion von p38 wird von zwei, im Signalweg oberhalb gelegenen 
Kinasen, MKK3 und MKK6, reguliert, die beide ebenfalls in aktiver Form im arthritischen 
Synovium vorliegen und stabile Komplexe mit p38 in stimulierten synovialen Fibroblasten 
bilden (Chabaud-Riou, et al., 2004). Im Tiermodell konnte durch die Verwendung eines p38-
Inhibitors (FR167653) die Induktion von Kollagen-induzierter Arthritis in Ratten verhindert 
werden und eine Behandlung nach Einsatz der Arthritis verhinderte die Gelenkzerstörung 
(Nishikawa, et al., 2003). Durch die Inhibition von p38 wurden ebenfalls die Level von TNFα 
und IL-1 im Serum gesenkt und die von synovialen Fibroblasten induzierte Osteoklastendiffe-
renzierung gehemmt. p38 reguliert die Aktivierung von Osteoklasten, welche die Knochen-
erosion in der rheumatoiden Arthritis vermitteln (Pargellis, et al., 2003).  
1.2.7.2.2 C-Jun terminale Kinase (JNK) 
JNK ist eine der wichtigsten MAPK, die für die Produktion von MMPs und die Gelenkzerstö-
rung in inflammatorischen Modellen der Arthritis benötigt wird (Han, et al., 2001). Ein 
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Schlüsseltranskriptionsfaktor, der durch die MAPK JNK aktiviert wird, ist das Aktivatorpro-
tein-1 (AP-1). Die Bindungsstelle für AP-1 kann in Promotorregionen von vielen Genen ge-
funden werden, die an der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis beteiligt sind, wie z.B. 
TNF-α und verschiedenen Metalloproteinasen. Nach der Stimulation von Synoviozyten mit 
pro-inflammatorischen Zytokinen wird die c-Jun Komponente von AP-1 durch JNK phospho-
ryliert, und der so aktivierte Transkriptionsfaktor induziert eine massive Expression verschie-
dener Proteasen und Zytokine. Die Expression von c-Jun und c-Fos im rheumatoiden Syno-
vium ist deutlich erhöht und in den Zellkernen der synovialen Zellen lokalisiert (Sweeney, et 
al., 2004). Für die Regulation der JNK-Aktivität in der rheumatoiden Arthritis scheinen 
hauptsächlich die im Signalweg oberhalb gelegenen Kinasen MKK4 und MKK7 verantwort-
lich zu sein, da sie einen stabilen Komplex mit JNK bilden (Sundarrajan, et al., 2003). Von 
den drei bekannten JNK-Isoformen (JNK1, JNK2 und JNK3) wird JNK2 konstitutiv und prä-
dominant (90%) in Synoviozyten in der rheumatoiden Arthritis exprimiert, wobei die Diffe-
renz von JNK1 gebildet wird. Studien an einem passiven Kollagen-induzierten Arthritis-
Modell in JNK2 knock-out Mäusen zeigten jedoch, dass eine Inhibition von beiden notwendig 
ist, um die Expression der JNK-regulierten Gene effektiv zu verhindern und damit die Ge-
lenkdegradation und die Inflammation in der rheumatoiden Arthritis zu vermindern (Han, et 
al., 2002).   
1.3 Kollagen-induzierte Arthritis 
Die Kollagen-induzierte Arthritis (CIA) ist eine experimentelle Autoimmunerkrankung, die in 
für diese Krankheit anfälligen Nager- und nicht humanen Primatenstämmen durch die Immu-
nisierung mit Kollagen Typ II ausgelöst werden kann (Rosloniec, et al., 1996). Neben dem 
CIA-Modell (Courtenay, et al., 1980) gibt es noch weitere, etablierte Mausmodelle der rheu-
matoiden Arthritis, die auf einer Immunisierung beruhen, wie die Antigen-Proteoglykan-
induzierte Arthritis (PGIA) (Finnegan, et al., 1999), Streptokokken-Zellwand-Arthritis (Koga, 
et al., 1985) und Antigen-induzierte-Arthritis (Brackertz, et al., 1977). Weiterhin können 
chemisch induzierte Arthritismodelle, wie die Öl-induzierte Arthritis (Hopkins, et al., 1984) 
und spontane Modelle, wie die TNF-α-transgene Maus (Butler, et al., 1997) oder die K/BxN 
T-Zell-Rezeptor-transgene Maus (Kouskoff, et al., 1996) unterschieden werden. Alle diese 
Modelle haben spezifische Vor- und Nachteile, wobei jedoch das CIA-Modell am besten in 
Mäusen charakterisiert ist und häufig zum Test neuer Therapien und zum Studium der Patho-
genese der rheumatoiden Arthritis eingesetzt wird (Brand, et al., 2007). Nach der Immunisie-
rung mit Kollagen II, welches einen Hauptbestandteil des artikulären Knorpels darstellt, ent-
wickeln die Mäuse eine autoimmun-vermittelte Polyarthritis. Die Pathologie der experimen-
tell induzierten Arthritis ähnelt in klinischen, histologischen und immunologischen Eigen-
schaften sehr der humanen Erkrankung. So zeigen beide eine synoviale Hyperplasie, mono-
nukleäre Zellinfiltration, Knorpel- und Knochendegradation sowie eine Verknüpfung zwi-
schen Prädisposition und Expression spezifischer MHC-Klasse-II-Gene. Im Gegensatz zur 
humanen Erkrankung kann jedoch der rheumatoide Faktor im CIA-Modell nicht nachgewie-
sen werden und die experimentelle Erkrankung verläuft monophasisch (Holmdahl, et al., 
1985; Boissier, et al., 1987). Die klinische Manifestation erfolgt 30 Tage nach der Injektion 
von Kollagen II und dauert ungefähr 2 Monate. Die Mechanismen, die der Gelenkkrankheit 
zugrunde liegen, beinhalten Zell-vermittelte wie humorale Antworten gegen Kollagen II. Das 




   18 
Modell basiert auf der Anwesenheit von T-Zellen, da eine Elimination derselben den Aus-
bruch der Krankheit verhindert. Nach Injektion des Kollagen II wird dieses sofort durch APCs 
den T-Zellen präsentiert. Dies resultiert in der Aktivierung und Expansion von Antigen-
spezifischen CD4+-T-Zellen, die den Th1-Phänotyp aufweisen und eine Immunantwort initiie-
ren (Abbildung 1-8, S.18) (Fournier, 2005; Doncarli, et al., 1997). Diese prä-klinische Phase 
in der CIA spiegelt das Th1/Th2-Ungleichgewicht, das in der rheumatoiden Arthritis auftritt, 
wider (Fournier, 2005).  
 
Abbildung 1-8│Pathophysiologie der Kollagen-induzierten Arthritis. Erläuterungen siehe Haupttext (Fournier, 
2005). 
1.4 Therapien für die rheumatoide Arthritis 
Traditionelle, krankheits-modifizierende, antirheumatische Medikamente (DMARDs) wie 
Methotrexat gehören immer noch zur ersten Wahl bei der Behandlung von neu-
diagnostizierten Arthritispatienten (Luqmani, et al., 2006). Die Einführung von sogenannten 
Biologika, die spezifisch Zytokinmediatoren der Entzündungsantwort hemmen, in den späten 
1990er Jahren hat die Behandlung der rheumatoiden Arthritis revolutioniert. Die erste Gene-
ration der Biologika sind die TNFα-Antagonisten Infliximab, Etanercept, Adalimumab sowie 
der IL-1-Rezeptorantagonist Anakinra (Moreland, et al., 1997; Gabay, et al., 1998). Diese 
Medikamente haben eine schnellere Wirkung als die traditionellen DMARDs, zeigen eine 
schnelle und gleichbleibende therapeutische Wirkung und benötigen keine regelmäßige, lab-
oratorische Überwachung (Siddiqui, 2007). Die Blockierung von TNF als therapeutisches Ziel 
hat sich als sehr erfolgreich in der Behandlung der rheumatoiden Arthritis erwiesen, wobei die 
TNF-Inhibitoren hauptsächlich über die Neutralisierung von TNF in Blut und Gewebe wir-
ken. Trotzdem viele Patienten gut auf die Behandlung ansprechen, zeigen aber leider auch 
eine Reihe von Patienten nur teilweise oder gar keine Reaktionen (Sweeney, et al., 2004; 
Voll, et al., 2005). Außerdem haben derzeitige Anti-TNF-Therapien einige Nachteile: Die 
Krankheit wird nicht geheilt und das Einstellen der Behandlung resultiert in einem Wieder-
auftreten der Krankheit in Patienten mit rheumatoider Arthritis. Weiterhin ist eine wiederhol-
te, systemische Zufuhr von relativ hohen Dosen nötig, um konstante, therapeutisch wirksame 
Level des Medikaments im Gelenk zu halten. Die Arthritis kann für Jahrzehnte, wenn nicht 
ein ganzes Leben dauern und eine langzeitliche Behandlung ist deshalb unvermeidlich, wobei 
eine längere Behandlung mit TNFα-Blockern per se ein gewisses Gesundheitsrisiko mit sich 
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bringt, da TNF essentiell für die normale Immunantwort und die Unterdrückung von Tumoren 
ist. Patienten haben ein erhöhtes Infektionsrisiko (Tuberkulose) und sind anfällig für Multiple 
Sklerose (Van de Loo, et al., 2004). Auch der Kostenfaktor (10.000-20.000 US$ pro Jahr) ist 
ein wesentlicher Punkt. Infolge dessen besteht eine Notwendigkeit in der Suche nach neuen 
Strategien, Therapieformen und Zielen.  
1.4.1 Zytokin-basierte Therapien  
Unter den Zytokinen gibt es zahlreiche, potentielle therapeutische Ziele. Derzeitige Untersu-
chungen lassen vermuten, dass eine Inhibierung von IL-6 und IL-15 (Baslund, et al., 2005; 
Nishimoto, et al., 2006) sowie möglicherweise von IL-12, IL-23, IL18 und IL-17 (McInnes, et 
al., 2005) therapeutisches Potential aufweisen könnten (Tabelle 1-2, S.19). Die Auswahl eines 
Zytokins als therapeutisches Ziel ist nicht einfach, da die Hierarchien im Zytokingeflecht der 
rheumatoiden Arthritis immer noch nicht vollständig geklärt sind. Das ursprünglich favori-
sierte Modell, in welchem TNF eine Schlüsselrolle in der Aktivierung anderer Zytokine spielt 
(Feldmann, et al., 1996), wird nur teilweise bestätigt, da eine Anzahl von Patienten zum einen 
nicht auf eine Inhibierung von TNF ansprechen und zum anderen eine variable TNF-
Expression in individuellen Gelenken gefunden werden kann. Dies deutet auf die Anwesen-
heit von parallelen Zytokinwegen hin, die auf mehreren Ebenen miteinander in Verbindung 
stehen. Deshalb müssen weitere Studien zeigen, welche Zytokine – neben TNF – eine Schlüs-
selfunktion in der synovialen Entzündung einnehmen (McInnes, et al., 2007).   
Tabelle 1-2│Ausgewählte Zytokine als therapeutische Ziele in der rheumatoiden Arthritis  
(Quelle verändert nach McInnes, et al., 2007) 
Zytokin  Vorteile als Ziel Nachteile als Ziel Entwicklungs-
status 
Agenzien 
TNF Gute Bioaktivität in vitro 
und in Modellen; validier-
tes, klinisches Ziel; Effi-
zienz in ~70% der Patienten 
Infektionsgefahr (z.B. 
Tuberkulose); möglicher-








IL-1 Gute Bioaktivität in vitro 
und in Modellen; besondere 
Rolle in Matrixdegradation   








IL-6 Gute Bioaktivität in vitro 
und in Modellen; bisher 
gute Effizienz in klinischen 
Tests 
Essentielle Rolle in der  










Gute Bioreaktivität in Mo-
dellen; Rolle bei Th1- 
und/oder Th17-
Zellexpansion; Rolle beim 
Brechen der Toleranz?  
Begrenzte Untersuchung in 
synovialer Biologie; essen-





P40 und p19 spezifische 
Antikörper;  
GM-CSF Gute Bioreaktivität in vitro 
und in Modellen 
Unklare hierarchische 





Zytokin- oder Rezeptor- 
spezifischer Antikörper 
IL-17 Gute Bioreaktivität in vitro 
(Synergie mit TNF); 
Schlüsselrolle in Nagermo-
dellen der Autoimmunität  
Humane Biologie muss 
geklärt werden; essentielle 
Rolle in der Wirtsverteidi-
gung?  
Klinische Test-
phase I  
Zytokin-spezifischer Anti-
körper 
IL-18 Gute Bioreaktivität in vitro  Mehrdeutige in vivo-Ziele; 
essentielle Rolle in der 
Wirtsverteidigung?  
Klinische Test-
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Klinische Studien lassen vermuten, dass IL-6 und IL-15 diese Rolle in einigen Patienten der 
rheumatoiden Arthritis spielen könnten. Studien mit einem Anti-IL-6-Rezeptor-Antikörper 
(Tocilizumab) lassen auf eine nahezu gleiche Effektivität wie TNFα-gerichtete Ansätze 
schließen (Wendling, et al., 1993; Smolen, et al., 2008).  IL-18 kann mit einem IL-18-
Bindungsprotein inhibiert werden, welches die Aktivierung von Makrophagen und die Th1- 
Dominanz im Synovium inhibieren kann (McInnes, et al., 2005). Eine Blockierung von IL-15 
zielt auf eine verminderte T-Zell-Aktivierung und Makrophagen vermittelte TNFα-Produktion 
ab (McInnes, et al., 2005). Die Modulation von IFNγ als therapeutisches Ziel in Tiermodellen 
der Arthritis zeigte widersprüchliche Ergebnisse, mit sowohl pro- als auch anti-
inflammatorischen Effekten, je nach Modell und untersuchten Parametern. Therapeutische 
Administration von IFNγ in Patienten mit  rheumatoider Arthritis zeigte keine schädliche 
Wirkung (Veys, et al., 1997), während die Blockierung von IFNγ mit einem polyklonalen 
Antikörper zur Unterdrückung der Krankheitsaktivität führte (Sigidin, et al., 2001).    
Eine Alternative zur Inhibierung pro-inflammatorischer Moleküle ist die Applikation von 
anti-inflammatorischen Zytokinen. Vorstudien mit rekombinantem IL-10, IL-4 und IL-11 in 
der Behandlung der rheumatoiden Arthritis wurden bereits durchgeführt. IL-4 induziert Th2- 
Zellen, die eine schützende Funktion in der immun-vermittelten Entzündungsreaktion haben 
könnten. IL-10 und IL-4 inhibieren beide die Produktion von Matrixmetalloproteinasen, ver-
ringern die Sekretion und Funktion von IL-1, IL-6, IL-8 und TNFα und erhöhen die Produkti-
on von IL-1ra und löslichen TNF-Rezeptoren (Vannier, et al., 1992; Joyce, et al., 1994). Die 
in vivo-Administration von IL-10 milderte die Kollagen-induzierte Arthritis in Mäusen 
(Walmsley, et al., 1996). In einem klinischen Phase I Versuch mit rekombinantem, humanen 
IL-10 konnte ebenfalls eine Besserung der Krankheitsaktivität beobachtet werden (Maini, et 
al., 1997).  
1.4.2 Signaltransduktionswege als therapeutische Ziele  
Die Identifikation von intrazellulären Mediatoren, die maßgeblich in die Synovitis involviert 
sind, machte die NFκB- und MAPK-Signaltransduktionswege (1.2.7, S.14) zu einem vielver-
sprechenden therapeutischem Ziel (Firestein, 2003).  
Die Verwendung von kleinen Molekülinhibitoren (‚small molecule inhibitors‘) für p38, die 
bei oraler Anwendung eine hohe Bioverfügbarkeit aufweisen, zeigten vielversprechende Er-
gebnisse in verschiedenen Tiermodellen der rheumatoiden Arthritis, wobei sie sowohl anti-
inflammatorische Effekte als auch eine verminderte Gelenkschädigung zur Folge hatten. Die 
Inhibition von JNK führte zu einer verminderten Entzündung und Schutz vor Knochen- und 
Knorpelschädigungen (Sweeney, et al., 2004).  
Die Blockierung des NFκB-Signalweges durch eine intra-artikuläre Injektion mit dominant-
negativen, adenoviral exprimiertem IKK2, war in Tiermodellen ebenfalls erfolgversprechend. 
Kleine Molekülinhibitoren gegen IKK2 zeigten Effektivität in Adjuvanz-induzierter Arthritis 
in Ratten und Kollagen-induzierter Arthritis in Mäusen. Ein großer Nachteil einer NFκB-
gerichteten Therapie ist jedoch, dass die Wirtsverteidigung in einer nicht tolerierbaren Art und 
Weise beeinträchtigt werden könnte (Sweeney, et al., 2004).  
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1.4.3 Weitere therapeutische Ziele in der rheumatoiden Arthritis 
Neben Zytokinen und Signaltransduktionswegen gibt es eine Reihe weiterer therapeutischer 
Ziele für die Behandlung der rheumatoiden Arthritis, wie T-  und B-Zell gerichtete Therapien, 
die Inhibierung von Chemokinen, Adhäsionsmolekülen, Matrixmetalloproteinasen und ande-
ren Faktoren, die an der Knochen- und Knorpeldegradation beteiligt sind, sowie der Angioge-
nese (Sweeney, et al., 2004).  
T-Zell gerichtete Therapien, die auf der Deletion von T-Zellen basieren, wie anti-CD4, anti-
CD5 und Anti-CD52-Therapien haben nur einen transienten therapeutischen Effekt, was auf 
die Repopulation von autoreaktiven T-Zellen zurückzuführen sein könnte. Andere T-Zell-
Therapieansätze beinhalten die Inhibition von T-Zell Rezeptoren durch Impfung mit immun-
regulatorischen Peptiden, werden aber durch die reduzierte klinische Effizienz und Dauer 
sowie erhöhte Nebeneffekte limitiert. Im Gegensatz dazu sind Therapien, die auf der Aktivie-
rung und speziell der Kostimulation der T-Zellen basieren, erfolgversprechender (Toh, et al., 
2007), wie z.B. Abatacept. Dabei handelt es sich um ein Konstrukt aus cytotoxischen T-
Lymphozyten Antigen-4 (CTLA4), fusioniert mit dem Fc-Teil eines Immunoglobulin-G-
Moleküls (CTLA-4-Ig). Dieses bindet an die kostimulatorischen Elemente CD80 und CD86 
auf APCs und verhindert deren Interaktion mit ihren Rezeptoren auf T-Zellen. Abatacept ist 
eine effektive und anerkannte Behandlungsmöglichkeit von Patienten mit rheumatoider 
Arthritis (Kremer, et al., 2006).  
Die B-Zell-basierte Therapie mit Rituximab, das an CD20 bindet, zeigt eine gute Effizienz in 
Patienten mit rheumatoider Arthritis, benötigt jedoch eine Begleitbehandlung mit Methotrexat 
(MTX) oder Zyklophosphoamiden (Vita, et al., 2002; Emery, et al., 2006). Zelladhäsionsmo-
leküle, wie ICAM-1, α4/β1 Integrine und CD11 sind Ziele, um die Kostimulation und Migra-
tion von inflammatorischen Zellen in das Gelenk zu verhindern. Chemokin-Rezeptor-
Antagonisten wurden hergestellt, um CCR1, RANTES und IL8 zu blockieren und damit die 
Migration von inflammatorischen Zellen in das Synovium zu verhindern. Kombinationen aus 
Angiogenese und Adhäsionsinhibitoren wie anti-αv/β3 sind ebenfalls in der Evaluierung 
(Sweeney, et al., 2004).  
Um eine Gelenkschädigung zu verhindern, wurden Metalloproteinase-Inhibitoren getestet, 
zeigten jedoch wenig Effizienz und zahlreiche Nebenwirkungen, wie z.B. verstärkte Fibrose. 
Die Inhibierung von Enzymen wie iNOS und COX-2 ist ebenfalls eine potentielle therapeuti-
sche Strategie, um die Bildung von inflammatorischen Mediatoren und die Gelenkschädigung 
zu verhindern. Osteoprotegerin könnte die Gelenkschädigung verhindern oder heilen, indem 
es die Differenzierung und Aktivierung von Osteoklasten inhibiert (Sweeney, et al., 2004).  
Eine weitere Strategie, die verfolgt wird, ist die Kombination verschiedener Biologika, um 
additive Effekte zu erzielen und mehrere Wege, die in die Entwicklung der Krankheit invol-
viert sind, zu inhibieren. Leider zeigten weder die Kombination der Inhibition verschiedener 
Zytokine noch verschiedener Wege klinische Vorteile. Gegenteilige Effekte, besonders die 
Infektionsraten, waren aufgrund der Inhibition von zwei Zielen erhöht (Scheinecker, et al., 
2008).  
 1. Einleitung 
 
 
1.4.4 Gentherapeutische Ansätze zur Behandlung von rheumatoider 
Arthritis 
Obgleich mit den Biologika gute
relativ kurze Halbwertzeit und benötigen häufige systemische Applikationen
wirken zu können (Olsen, et al., 2004)
variable Krankheitsaktivität gekennzeichnet mi
der Gelenkentzündung, was bei Behandlungen mit herkömmlichen Medikamenten
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gene über einen langen Zeitraum und kontrolliert 
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kungen der Therapie reduzieren könnten 
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geringer ist und die Behandlung direkt im Gelenk und damit am Ort der Entzündung stattfi
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(Traister, et al., 2008).  
Abbildung 1-9│Schematische Darstellung verschiedener Gentransfermethoden. 
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Weiterhin muss zwischen ex vivo- und in vivo-Behandlungen unterschieden werden 
(Abbildung 1-9, S.22). In vivo-Strategien basieren auf der direkten, systemischen oder lokalen 
Applikation des therapeutischen Genkonstrukts (viral oder nicht-viral) und  haben den Vor-
teil, dass sie relativ einfach durchzuführen und weniger kostenaufwendig sind. Ex vivo- Stra-
tegien beinhalten die virale Veränderung von verschiedenen zuvor isolierten Zelltypen, die 
dem Patienten dann injiziert werden. Dies ist wesentlich aufwendiger und teurer, hat jedoch 
den Vorteil, dass spezifische Zelltypen ausgewählt werden können, sodass eine mögliche ge-
netische Modifikation von Stammzellen durch den Gentransfervektor, die in der Aktivierung 
von Onkogenen resultieren kann, vermieden werden kann. Von einer „zellulären, adaptiven 
Gentherapie (ACGT)“ wird gesprochen, wenn für die ex vivo-Transduktion Zellen verwendet 
werden, die in der Lage sind zum Ort der Entzündung zu wandern  und intravenös appliziert 
werden können, wie Splenozyten, T-Zellen, B-Zellen, dendritische Zellen und Makrophagen. 
Fibroblasten hingegen besitzen diese Eigenschaft nicht und müssen nach der ex vivo-
Modifikation direkt ins Gelenk gespritzt werden (Van de Loo, et al., 2004; Traister, et al., 
2008). 
Ein kritischer Punkt für den Erfolg der Gentherapie sind die verwendeten Vektoren, die in 
zwei Gruppen eingeteilt werden können: viral und nicht-viral. Bei nicht-viralem Gentranfer 
wird häufig Plasmid-DNA als Vektor verwendet und durch Liposomen, eine Genkanone, 
Elektroporation oder direkte Injektion zugeführt. Plasmid-DNA ist weniger toxisch und im-
munogen sowie leicht und günstig produzierbar, hat jedoch den Nachteil, dass die Transfek-
tionseffizienz relativ gering ist und die Expression des Transgens nur über einen kurzen Zeit-
raum (1-2 Wochen) erfolgt (Traister, et al., 2008). Am häufigsten werden in Tiermodellen 
virale Vektoren für den Gentransfer verwendet wie Adenoviren (AV), Retroviren, Lentiviren 
(LV) und Adeno-assoziierte Viren (AAV). Jedes virale System hat seine spezifischen Vor- 
und Nachteile (Tabelle 1-3, S.23), wobei für die Anwendung in chronischen Autoimmuner-
kankungen nicht-immunogene Vektoren notwendig sind, da die Genexpression über einen 
langen Zeitraum erfolgen soll. Zellen, die mit einem immunogenen Vektor transfiziert wur-
den, werden innerhalb von 2-3 Wochen durch zytotoxische Lymphozyten zerstört, sodass der 
nützliche Effekt nur kurzfristig wäre (Chernajovsky, et al., 2004).  
Tabelle 1-3│Eigenschaften von viralen Vektoren, die für die Gentherapie genutzt werden. 










nein 6 Wochen Sehr stabil; gut für 
kurzzeitige in vivo-
Expression 
Keine Infektion von Lym-
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bestehende Antikörper 
HSV hoch  nein  6 Monate Kann viele Gene ex-
primieren; hauptsäch-
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Um die Transgenexpression der variablen Krankheitsaktivität anpassen zu können, gibt es 
verschiedene Regulationssysteme. Das Tetrazyklin-System (siehe 2.5.2 Regulation der Trans-
genexpression: Das Tet-System, S. 49) ist dabei das am häufigsten verwendete System, wobei 
die Genexpression unter der Kontrolle eines Tetrazyklin-regulierten Promotors steht und übli-
cherweise mit dem Tetrazyklin-Analogon Doxyzyklin induziert wird. Die klinische Anwen-
dung dieses Systems würde allerdings eine ständige Kontrolle der Krankheitsaktivität benöti-
gen, um die Transgenexpression über die Gabe von Doxyzyklin anzupassen (Chernajovsky, et 
al., 2004; Moitz, et al., 2006).  
Alle gentherapeutischen Ansätze wurden bereits in Tiermodellen der Arthritis getestet und 
zeigten gute Ergebnisse (Van de Loo, et al., 2004). Gentherapeutische Ziele sind dabei einer-
seits Zytokine und andererseits die Modifikation verschiedener, an der Arthritis beteiligter 
Zelltypen. Durch die gezielte Veränderung von Zytokinen soll das Zytokingleichgewicht in 
der Arthritis wiederhergestellt werden, um den Entzündungsprozess zu mildern und/oder die 
Zerstörung von Knochen und Knorpel anzuhalten. Ansätze hierfür sind die Inhibition pro-
inflammatorischer Zytokine (Expression von IL-1Ra, sTNFR, sIL-1RAcP, TNF-Antikörper), 
die Expression anti-inflammatorischer Zytokine (IL-4, IL-10, IL-12, IL-13 und TGFβ) und 
die Beeinflussung intrazellulärer Signalwege (NFκB und gp130). Das Targeting von Zellen 
beinhaltet die gezielte Eliminierung von Zellen aus dem entzündeten Gelenk, um die Entzün-
dung zu mildern. Dies kann über die Induktion von Apoptose (TRAIL, FasL) oder die geneti-
sche Synvektomie (p53, HSV-TK, CRAds, p16/p21) erfolgen. Letztere basiert auf dem Abtö-
ten von transformierten synovialen Fibroblasten, die das Bindegewebe zerstören. Die Inhibiti-
on der Angiogenese (Endostatin, Angiostatin, Urokinase, Plasminogen-Inhibitor) resultiert in 
verminderter Pannusbildung und synovialer Hyperplasie (Van de Loo, et al., 2004; 
Chernajovsky, et al., 2004; Traister, et al., 2008).  
1.5 siRNA für die Gentherapie in Arthritis  
Neben den gentherapeutischen Ansätzen, die auf der Überexpression von Genen basieren, hat 
sich mit der immer weiter voranschreitenden siRNA-Technologie eine weitere Strategie der 
Genexpressionskontrolle eröffnet, die auch für klinische Anwendungen enormes Potential 
aufweist. Die therapeutische Anwendung von siRNAs befindet sich in der klinischen Ent-
wicklungsphase für verschiedene Krankheiten wie der Makuladegeneration (Shen, et al., 
2006; Cashman, et al., 2006), Hepatitis B (Wu, et al., 2005) und C (Kim, et al., 2006), Asthma 
(Popescu, 2005), Chorea Huntington (Wang, et al., 2005), Diabetes (Xu, et al., 2007; Xu, et 
al., 2005) und Krebs (Chen, et al., 2006; Filieur, et al., 2003). Studien bezüglich der Nützlich-
keit von siRNA-basierten Therapien für die Behandlung von rheumatoider Arthritis werden 
derzeit evaluiert.  
Die RNA-Interferenz (RNAi) ist ein natürlich vorkommender Mechanismus zur sequenzspe-
zifischen Inhibierung der Genexpression, der von eukaryotischen Zellen verwendet wird, um 
die Expression endogener Gene zu hemmen. Dieser Mechanismus kann sich beim Studium 
von Genfunktionen in der Wissenschaft zu Nutze gemacht werden, was 1998 erstmals für C. 
elegans von Fire und Mello beschrieben wurde (Fire, et al., 1998). Doppelsträngige RNA 
wird von dem RNase Enzym Dicer in eine sogenannte small-interfering RNA (siRNA) ge-
spalten, die eine Länge von ~21 Nukleotiden hat. Innerhalb des Zytoplasmas der Zelle wird 
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die doppelsträngige RNA durch einen Multiproteinkomplex, den RNA-induzierten Silencing-
Komplex (RISC), gespalten. Der antisense Strang bleibt an den RISC-Komplex gebunden, 
hybridisiert spezifisch mit homologen messenger RNA (mRNA) Sequenzen im Zytoplasma 
und induziert die Spaltung der mRNA, die dann durch zelluläre Ribonukleasen abgebaut wird 
(Elbashir, et al., 2001; Khoury, et al., 2007).    
Die Verwendung von siRNAs zur Inhibierung des korrespondierenden Proteins ist in vitro 
schon zu einer Standardtechnik geworden. In vivo-Applikationen sind hingegen immer noch 
problembehaftet, da Stabilität und intrazelluläre Aufnahme der siRNA noch optimiert werden 
müssen, wobei die Induktion von Nebenwirkungen wie die Aktivierung des Immunsystems 
und pro-inflammatorischer Signalwege, vermieden werden sollte (Khoury, et al., 2007).  
Die Behandlung von rheumatoider Arthritis mittels siRNA kann sowohl systemisch durch 
intravenöse Applikation als auch lokal durch die Injektion in den Gelenkspalt erfolgen. Ziel-
zellen sind dabei zirkulierende Immunzellen sowie residente Synoviozyten und aktivierte 
Immunzellen, die in das entzündete Gelenk einwandern. Für eine effektive Aufnahme in die 
Zielzellen müssen die siRNAs zum einen vor dem Abbau durch RNasen geschützt werden 
und zum anderen so modifiziert werden, dass sie von den Zielzellen aufgenommen werden 
können (Khoury, et al., 2007). „Nackte“ siRNAs sind aufgrund ihrer negativen Ladung nicht 
in der Lage, die Zellmembranen zu durchdringen und ins Zytoplasma zu gelangen. Neben der 
Verwendung von viralen Gentransfervektoren gibt es eine Anzahl von nicht-viralen Ansätzen, 
um die Stabilität zu erhöhen und Aufnahme in die Zielzellen zu ermöglichen, wie chemische 
siRNA-Stabilisierung oder Modifikation, die Umschließung der siRNA mit Liposomen 
(Sioud M, 2003) und die Bindung der siRNA an kationische oder andere Trägerpartikel 
(Crombez, et al., 2007; Howard, et al., 2006). Um die Aufnahme der siRNA in vivo in die 
Zellen zu ermöglichen, konnten gute Ergebnisse bei systemischer oder lokaler Injektion mit 
kationischen Liposomen erzielt werden (de Fougerolles, et al., 2007). Liposomen sind Vesikel 
mit einem wässrigen Kompartiment, das von einem Phospholipid-Bilayer umgeben wird und 
die mit Zellmembranen über Endozytose fusionieren können. Wenn die Lipide mit Nuklein-
säuren einen Komplex bilden, werden sie als Lipoplex bezeichnet.  
Dabei konnte von Khoury et al. 2006 gezeigt werden, dass der Silencing Effekt der siRNA in 
vivo deutlich durch die Verwendung eines speziellen Liposomengemisches 
(RPR209120/DOPE) zusammen mit einer Träger-DNA gesteigert werden kann. Das Liposo-
mengemisch ist für eine effektivere Aufnahme in die Zielzellen verantwortlich, während die 
Träger-DNA zusätzlichen Schutz vor dem Abbau der RNA bietet. So konnte durch die intra-
venöse Injektion des kationischen Lipoplex-DNA-Gemisches zusammen mit einer siRNA 
gegen TNFα in Mäuse mit Kollagen-induzierter Arthritis die Produktion von TNFα syste-
misch und lokal im Kniegelenk inhibiert werden, was mit einer kompletten Heilung der 
Arthritis einherging.  Eine Analyse der Biodistribution der so komplexierten siRNA zeigte, 
dass hauptsächlich Zellen in Leber, Lunge und Milz und zu einem geringeren Prozentsatz 
auch in den Gelenken von der siRNA erreicht wurden (Khoury, et al., 2006).  
Die Tatsache, dass bereits verschiedene RNAi-Therapeutika in menschlichen, klinischen 
Tests sind, zeigt, dass die RNAi-Technologie nicht nur theoretisch, sondern bereits in der 
Praxis klinische Anwendung in der Behandlung von Krankheiten findet. Inwieweit eine The-
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rapie der rheumatoiden Arthritis durch RNAi-Behandlungen möglich sein wird, wird die Zu-
kunft zeigen. Erste Versuche an Tiermodellen waren erfolgversprechend, wobei Stabilität und 
Expressionsdauer immer noch die Hauptprobleme darstellen.   
1.6 TAK1 als therapeutisches Ziel?  
Die TGF-β-aktivierte Kinase-1 (TAK1, MEKK7) ist ein Mitglied der MAP3K-Familie und 
kann durch zahlreiche pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1β (Ninomiya-Tsuji, et al., 
1999), IL-18 (Wald, et al., 2001), TNFα (Shim, et al., 2005) und RANKL (Mizukami, et al., 
2002) aktiviert werden und nimmt damit eine Schlüsselrolle bei der Vermittlung von inflam-
matorischen Signalen ein (Abbildung 1-10, S.26).  
 
Abbildung 1-10│Signalwege der TGF-β-aktivierten Kinase 1 (TAK-1). Die MAP3K TAK1 ist an der Weiterlei-
tung von zahlreichen inflammatorischen und bakteriellen sowie viralen Signalen beteiligt. IL-1β, TNFα und 
bakterielle oder virale Komponenten wie z.B. LPS aktivieren durch die Bindung an ihre Zelloberflächenrezepto-
ren über intrazelluläre Signalwege TAK1, das die Aktivierung der MAPK-Signalwege JNK und p38 sowie die 
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB über IKKs vermittelt. Dem Namen nach wurde TAK1 als eine in 
den TGF-β-Signalweg involvierte Kinase beschrieben. TAK1 ist ebenfalls über die Signalweiterleitung von 
BMP und TGF-β-Signalen an Differenzierungsprozessen beteiligt (Hoffmann, et al., 2005; Shim, et al., 2005).  
Durch die Bindung pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-1β und TNFα an ihre Zelloberflä-
chenrezeptoren IL-1R1 bzw. TNFR werden intrazelluläre Signalkaskaden aktiviert, die über 
die Aktivierung von TAK1 zur Aktivierung der MAPK p38 und JNK und damit zu AP-1 (Ak-
tivator-Protein-1) führen. TAK1 aktiviert ebenfalls IKK (Inhibitor der κB-Kinase), was zur 
Freisetzung und Translokation von NFκB in den Zellkern führt (Ninomiya-Tsuji, et al., 1999). 




   27 
Sowohl die MAPK Signalwege p38 und JNK als auch die Transkriptionsfaktoren AP-1 und 
NFκB sind bei der Vermittlung inflammatorischer Signale während der Pathogenese der 
rheumatoiden Arthritis von zentraler Bedeutung und liegen in einer aktivierten Form im 
rheumatoiden Synovium vor (vgl. 1.2.7, S.14) . Die Expression zahlreicher Gene, die am Er-
halt und Fortschreiten der Entzündung sowie der Gewebedegeneration beteiligt sind, werden 
durch diese Signalwege vermittelt, wie TNF-α, IL-1, IL-6, IL-8, Cyclooxygenase-2, induzier-
bare Nitritoxid-Synthetase und diverse Matrixmetalloproteinasen (MMPs), wie MMP-3 und 
MMP-13 (Schett, et al., 2000).  
Eine Rolle von TAK1 in der Signalvermittlung unter rheumatischen Bedingungen konnte 
2007 durch Hammaker et al. gezeigt werden. Eine Inhibierung von TAK1 in IL-1β stimulier-
ten synovialen Fibroblasten führte zu einer Unterdrückung der JNK-Kinase-Funktion und 
damit zu einer verminderten AP-1-Aktivität. Ebenfalls war durch die Abwesenheit von TAK1 
die IL-1β-induzierte Genexpression von MMP-3 und IL-6 in diesen Zellen vermindert. TAK1 
spielt somit eine wichtige Rolle bei der IL-1β-abhängigen Signalweiterleitung in synovialen 
Fibroblasten und stellt damit ein potentielles, therapeutisches Ziel dar, um die Aktivität von 
synovialen Fibroblasten in der rheumatoiden Arthritis zu beeinflussen (Hammaker, et al., 
2007). Neben diesem direkten Hinweis auf eine Beteiligung von TAK1 an der Signalweiter-
leitung in der rheumatoiden Arthritis gibt es zahlreiche weitere Hinweise. So wird TAK1 im 
normalen sowie von Osteoarthritis betroffenen, humanen Knorpel exprimiert und spielt dort 
eine wichtige Rolle bei der IL-1-induzierten Freisetzung von MMP-13, MMP-1 und TNFα. 
TNFα ist ein Schlüsselzytokin in inflammatorischen Prozessen, während MMP-13 eine 
Hauptprotease in der Knorpeldegradation darstellt. Eine Inhibierung von TAK1 könnte also 
auch den Einfluss von IL-1β auf Knorpelzellen und damit auf die Gelenkdegradation in 
rheumatoider Arthritis haben (Klatt, et al., 2006). TAK1 ist ebenfalls in TNFα-induzierte Sig-
nalwege involviert und beeinflusst die TNFα-induzierte Freisetzung von MMP-9 und die Ak-
tivität von NFκB sowie AP-1 in Muskelzellen (Srivastava, et al., 2007). Eine Beteiligung an 
der Regulation der Entwicklung und Funktion von Osteoklasten durch TAK1 ist ebenfalls 
wahrscheinlich. RANK- und RANKL-induzierte NFκB Signalwege werden durch eine domi-
nant-negative Form von TAK1 (dnTAK1) inhibiert und eine Stimulation mit RANKL indu-
ziert die Aktivierung von TAK1 (Mizukami, et al., 2002).  
Neben der Vermittlung von NFκB- und JNK-Signalen des angeborenen Immunsystems durch 
Toll-like-Rezeptoren (TLRs) und inflammatorischer Antworten, ausgelöst durch TNFα und 
IL-1β (Shim, et al., 2005), weist TAK1 auch eine Funktion in der adaptiven Immunität auf 
(Sato, et al., 2005). Studien an Jurkat-T-Zellen und DT40-B-Zellen zeigen, dass TAK1 an der 
T-Zell Rezeptor (TCR)- und B-Zell-Rezeptor (BCR)- vermittelten Aktivierung von NFκB 
beteiligt ist (Shinohara, et al., 2005; Sun, et al., 2004). In primären B-Zellen hingegen scheint 
TAK1 für die NFκB Aktivierung entbehrlich zu sein (Sato, et al., 2005). In den zentralen Zel-
len des adaptiven Immunsystems, den T-Lymphozyten, ist TAK1 jedoch ein wichtiger Media-
tor für Entwicklung, Überleben und Funktion. TAK1 ist für die Entwicklung von Thymozyten 
und regulatorischen T-Zellen essentiell. In reifen Thymozyten ist TAK1 für die T-Zell-
Rezeptor vermittelten zellulären Immunantworten und die Aktivierung von NFκB und JNK 
notwendig, wohingegen in Effektor-T-Zellen die T-Zell-Rezeptor vermittelte Produktion von 
Zytokinen durch die Abwesenheit von TAK1 nicht beeinflusst wird und nur eine geringe 
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Verminderung der JNK-Aktivität zu verzeichnen ist. Die Deletion von TAK1 in Effektor-T-
Zellen führt zu einer gestörten Proliferation und Aktivierung von p38 bei Stimulation mit γc 
(gamma-Ketten)-Rezeptor abhängigen Zytokinen wie IL-2, IL-7 und IL-15 (Wan, et al., 
2006). Bei der Reifung von Thymozyten führt die Inhibierung von TAK1 zu einer gestörten 
Entwicklung, wobei die T-Zellen die Entwicklung vom doppel-positiven (DP) Stadium 
(CD4+CD8+) in das single-positive (SP) Stadium (CD4+ oder CD8+) nicht überleben. Dies 
führt zu einer signifikanten Reduktion von naiven T-Zellen in den peripheren Geweben (Liu, 
et al., 2006). 
Wie der Name bereits impliziert, ist TAK1 jedoch nicht nur an der Vermittlung von inflam-
matorischen Signalwegen, sondern auch an TGF-β- und BMP-abhängigen Signalwegen in der 
Differenzierung beteiligt (Abbildung 1-10, S.26). Ursprünglich wurde TAK1 als Regulator 
der p38- und JNK-MAPK-Aktivierung in TGF-β-induzierten Signalwegen entdeckt 
(Yamaguchi, et al., 1995), ist jedoch auch in Signalwege des „Bone morphogenetic Proteins“ 
(BMP) involviert, wie Studien an der Embryonalentwicklung von Xenopus gezeigt haben 
(Shibuya, et al., 1998). TAK1 ‚knock-out‘-Mäuse sind embryonal lethal und zeigen extreme 
Abnormalitäten bei der Entwicklung des Neuralrohrs (Shim, et al., 2005). TAK1 interferiert 
mit der Differenzierung von murinen mesenchymalen Progenitorzellen (C3H10T½), wobei 
die BMP-induzierte Osteogenese durch die Anwesenheit einer Wildtyp-Form von TAK1 
(wtTAK1) inhibiert wird, während dnTAK1 die Differenzierung fördert (Hoffmann, et al., 
2005).    
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1.7 Ziel der Arbeit   
Die rheumatoide Arthritis ist eine Autoimmunerkrankung, die durch eine chronische Entzün-
dung der Gelenkinnenhaut (Synovitis) zu erheblichen Schmerzen führt, verbunden mit dem 
Abbau von Knochen und Knorpel im Gelenk. Obgleich die genaue Ursache und Pathologie 
der Krankheit bisher noch nicht bekannt ist, hat es im Bereich der Rheumaforschung erhebli-
che Fortschritte im Bezug auf die beteiligten Faktoren, Zelltypen und Signalwege gegeben. 
Diese haben zu großen Behandlungserfolgen mit Hilfe von TNFα-Blockern und anderen Bio-
logika geführt. Dennoch dienen diese nur einer Linderung der Krankheit und können sie nicht 
heilen. Des Weiteren spricht eine Vielzahl der Patienten nicht auf die Therapieformen an, was 
die Suche nach neuen Strategien und therapeutischen Zielen vorantreibt. Gentherapeutische 
Ansätze, die besser auf die Krankheitsumstände, wie den polyphasischen Verlauf, angepasst 
werden können, befinden sich in klinischen Entwicklungsphasen. Eine relativ neue Strategie 
der Gentherapie liegt hierbei in der Verwendung von RNA-Inhibitoren, um gezielt inflamma-
torische Faktoren, die bei der Entstehung und Entwicklung der Gelenkentzündung eine Rolle 
spielen, zu inhibieren. Die Tatsache, dass viele der entzündlichen sowie degenerativen Pro-
zesse durch MAPK- und NFκB-Signalwege in den verschiedenen beteiligten Zelltypen wie 
synoviale Makrophagen und Fibroblasten, T-Zellen, Osteoklasten, Chondrozyten etc. eine 
essentielle Rolle spielen, macht diese zu einem attraktiven therapeutischen Ziel.  
Unter den vielen an diesen Signalwegen beteiligten Faktoren nimmt die TGF-β-aktivierte Ki-
nase (TAK1) eine Schlüsselrolle ein, da sie nicht nur an den Signalwegen der angeborenen 
und erworbenen Immunität, sondern auch an Inflammations- und Differenzierungsprozessen 
beteiligt ist. Deshalb könnte TAK1 ein vielversprechendes therapeutisches Ziel zur Behand-
lung der rheumatoiden Arthritis sein, und zwar nicht nur im Hinblick auf die Einschränkung 
der Entzündung, sondern auch durch eine Verminderung der Gelenkdegradation bei einer 
gleichzeitigen Förderung der Regeneration. Aufgrund dieser Hypothese sollte in der vorlie-
genden Arbeit der Einfluss von TAK1 bzw. der Inhibierung von TAK1 mittels siRNA auf ein 
in vivo-Modell der rheumatoiden Arthritis - speziell der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA) 
-und mögliche molekulare und zelluläre Mechanismen untersucht werden.  
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2 Material und Methoden  
2.1 Molekularbiologie  
2.1.1 Isolierung von RNA 
Zur Isolation von RNA aus Zellen und Geweben wird das TRI-Reagent®  
(RNA/DNA/Protein  Isolation Reagent,  Invitrogen) eingesetzt. Mit diesem Reagenz können 
gleichzeitig RNA, DNA und Proteine aus Zellen beziehungsweise Gewebeproben isoliert 
werden. Das Prinzip basiert auf der  Single-Step-RNA-Isolationsmethode (Chomczynski, et 
al., 1987),  bei  der Guanidin-thiocyanat  (GTC)  und  Phenol  für  die Lysierung der Zellen 
und die gleichzeitige  Inaktivierung endogener RNAsen zum Einsatz kommen. GTC ist ein 
chaotropes Salz, das Proteine denaturiert und inaktiviert – auch RNasen. Mit Hilfe  des  Phe-
nols werden  die  Proteine entfernt,  und  durch  eine Absenkung  des  pH-Wertes lösen sich 
auch kleinere DNA-Fragmente in dem sauren Phenol. Die größeren DNA-Fragmente sam-
meln sich nach Zentrifugation in der Interphase. Die RNA befindet sich dann in der wässrigen 
Oberphase.   
Für die Isolation werden die Zellen/das Gewebe mit einer entsprechenden Menge TRIzol-
Reagent® versetzt und fünf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das Lysat kann bei          
-70°C gelagert werden.  Zur Abtrennung  der  RNA  von  Proteinen  und DNA wird  das  Ly-
sat mit  1-Brom-3-Chlorpropan  (BCP) versetzt (1/10 des Volumens von TRIzol), 15 Sekun-
den geschüttelt und  für 15 Minuten bei RT  inkubiert. Nach 15 Minuten Zentrifugation bei 
18.000 x g und 4°C entstehen 2 Phasen: eine wässrige Phase, die die RNA enthält, und eine 
organische Phase  (phenolhaltig) mit Proteinen.  In der Interphase befindet sich die genomi-
sche DNA.  Die obere RNA-haltige Phase wird abgetrennt und mit der 0.6- bis einfachen 
Menge Isopropanol präzipitiert. Die Probe wird dann für fünf Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert und anschließend bei 20.000 x g und 4°C  für 30 Minuten pelletiert.  Der Überstand  
wird  mit  einer  Kapillare abgenommen  und  die  RNA mit 500µl  80%igem  Ethanol in 
0,1% DEPC-Wasser gewaschen.  Nach  15 Minuten  Zentrifugation  (20.000xg, 4°C) wird das 
Ethanol abgenommen, das Pellet bei RT getrocknet, in 20µl zweifach  autoklaviertem,  
0.1%igem  DEPC (Diethylpyrocarbonat)-behandeltem Wasser  aufgenommen und für 10 Mi-
nuten bei 58°C inkubiert. Die RNA kann dann bei -70°C gelagert werden.  In  1:50-  bis  
1:100- Verdünnungen  wird  bei  260nm  die  RNA-Konzentration bestimmt (O.D.260nm ⋅ x  
(Verdünnung) ⋅ 40 = RNA µg/µl). Anschließend kann die mRNA als Bestandteil der gesam-
ten RNA durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben werden.  
2.1.2 cDNA-Synthese   
Die cDNA-Synthese aus RNA erfolgt nach der modifizierten Methode von Gubler und Hoff-
man (Gubler, et al., 1983). Der Anteil von mRNA an der gesamten zellulären RNA beträgt ca. 
1-2 %. Diese wird selektiv durch Einsatz von Oligo-(dT)-Primern, die an die 3’-PolyA-Enden 
der mRNA binden, durch eine reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Die gewünsch-
te Menge an RNA (nach Möglichkeit 5µg) wird mit 0,1%igem DEPC-Wasser versetzt, so 
dass das Endvolumen 11,6µl beträgt. Nach Zugabe von 1µl Oligo-(dT)12-18-Primern  wird 
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die RNA bei 70°C für 10 Minuten denaturiert, um Sekundärstrukturen der RNA aufzulösen,   
und anschließend für 2 Minuten auf Eis inkubiert. Dann wird ein Prämix aus 4µl 5fach RT-
Puffer, 2µl 0.1 M DTT, 1µl dNTP (je 10 mM) und 0.4µl RNAsin® zu dem Ansatz gegeben. 
Nach 2 Minuten Inkubation  bei  37°C wird  1µl  reverse  Transkriptase M-MLV  (200 U/µl)  
hinzugefügt  und damit  die  reverse  Transkription  gestartet.  Nach  60-90 Minuten  bei  
37°C  wird  die  reverse Transkriptase 5 Minuten bei 90°C inaktiviert und der Ansatz mit 40µl 
TE-Puffer versetzt.    
2.1.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)  
Zur Vervielfältigung von DNA wird die Polymerase-Kettenreaktion (Mullis, et al., 1987) an-
gewendet. Hierbei wird  ein  kurzer,  genau  definierter  Teil  einer DNA-Sequenz mit Hilfe 
spezifischer Primer amplifiziert. Neben dem Primerpaar und der Matritzen-DNA enthält der 
Reaktionsansatz  noch  dNTPs  (Desoxyribonucleotidtriphosphate)  zur  Synthese  des  neuen 
DNA-Stranges, eine hitzestabile DNA-Polymerase, welche den neuen DNA-Strang syntheti-
siert und Pufferlösungen, die eine  für die DNA-Polymerase optimale chemische Umgebung 
schaffen.   
Die PCR ist ein zyklisches Reaktionsgeschehen, welches aus folgenden drei Schritten besteht:   
I.   Strangtrennung:   
Durch kurzzeitiges Erhitzen der DNA-Lösung auf 94°C werden die Wasserstoffbrückenbin-
dungen zwischen  den  beiden  Strängen  der DNA  voneinander getrennt.       
II.   Anlagerung der Primer (Annealing)   
Die DNA-Lösung wird auf die so genannte Annealingtemperatur abgekühlt, sodass  sich  die  
Primer an den komplementären Sequenzbereichen der einzelsträngigen DNA anlagern kön-
nen. Die Annealingtemperatur ist dabei primerspezifisch und wird aus deren Sequenz berech-
net. Die Primer werden außerdem in großem Überschuss eingesetzt, wodurch verhindert wird, 
dass sich die ursprünglichen DNA-Stränge wieder miteinander verbinden.   
III.   DNA-Synthese  
Die  DNA-Lösung  wird  auf  die  optimale  Reaktionstemperatur  (72°C)  der DNA-
Polymerase erhitzt. Die Polymerase stellt nun eine Kopie der Ausgangs-DNA  her, wobei  die  
beiden  Primer  als Ansatzstellen  dienen  und  in  5’   3’ Richtung verlängert werden.   
Diese drei Schritte werden  in mehreren Zyklen wiederholt (20-35 Zyklen), wobei die für  
jeden dieser Schritte  erforderliche Temperatur  automatisch  durch  einen Thermozykler  ein-
gestellt wird. Die in jedem Zyklus neu synthetisierten DNA-Stränge können ihrerseits im 
nächsten Zyklus als Matrize dienen, sodass es zu einer exponentiellen Vervielfältigung der 
DNA kommt (2n-fache Vermehrung bei n-Zyklen).  
2.1.3.1 Reverse Transkriptions-PCR (RT-PCR) 
Bei der RT-PCR wird zunächst RNA in cDNA umgeschrieben (2.1.2 cDNA-Synthese), wel-
che anschließend als Matritze für eine PCR eingesetzt wird. Für die RT-PCR gibt es viele 
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Anwendungsmöglichkeiten, z.B. kann die Expression eines Gens in bestimmten Zellen oder  
Geweben nachgewiesen werden.   
Standard-PCR-Ansatz (20µl):   
       2 µl     MgCl2 (25mM)  
       1 µl     5x – Puffer (25mM)  
    0,4 µl     dNTPs   
       1 µl     vorwärts –Primer (5µM)  
       1 µl     rückwärts – Primer (5µM)   
    0,1 µl     GoTaq-Polymerase (5U/µl)  
       1 µl     Template-DNA (10ng/µl)   
  12,5 µl     H2O          
     20 µl  
Standard-PCR-Programm:   
    1.30 Min.              94°C   
       20 Sek.     Strangtrennung      94°C  
       20 Sek.     Primer-Annealing     x °C       25-35 Zyklen  
       30 Sek.     DNA-Synthese      72°C   
  15.00 Min.            72°C   
  ∞             15°C 
2.1.3.2 Quantitative PCR (qPCR) 
Für die quantitative Analyse der Expression verschiedener Gene wird die quantitative PCR 
(qPCR) eingesetzt. Hierzu wird das LightCycler® 480 System von Roche verwendet. Das 
Prinzip basiert auf Detektion und Quantifizierung der entstehenden PCR-Produkte schon wäh-
rend der Amplifikation. Dies geschieht mit Hilfe eines Reporter-Fluorochroms, dessen Fluo-
reszenz proportional zur Menge der PCR-Produkte in der Reaktion ansteigt.  SYBR-Green ist 
ein interkalierender Fluoreszenzfarbstoff, der sich in die kleine Grube der DNA-Helix einla-
gert. Ein Nachteil dieser Methode ist jedoch, dass alle doppelsträngigen PCR-Produkte mar-
kiert werden, weswegen eine Schmelzkurvenanalyse nach der Amplifikation zur Differenzie-
rung von spezifischen und nicht-spezifischen PCR-Produkten notwendig ist.   
Mit Hilfe der qPCR kann sowohl eine absolute als auch eine relative Quantifizierung durchge-
führt werden. In dieser Arbeit kommt ausschließlich die relative Quantifizierung zum Einsatz. 
Dabei wird Menge des Zielgens einer unbekannten Probe relativ zu einem anderen Gen-
Produkt, einem sogenannten Housekeeping-Gens, das als konstant angesehen wird, angege-
ben. Die relative Quantifizierung berechnet die Konzentration des Zielgens relativ zu der 
nicht-regulierten Referenz und das Ergebnis wird als Verhältnis Zielgen/Referenz ausge-
drückt.  
Nach Isolation der RNA mit Hilfe des TRI-Reagent® (2.1.1, S.30) aus dem zu analysierenden 
Zellmaterial erfolgt eine cDNA-Synthese (2.1.2, S.30).  Die cDNA wird als Template für die 
qPCR eingesetzt, wobei eine Menge von ≤ 500ng pro Reaktion eingesetzt wird. Alle Kompo-
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nenten im PCR Ansatz werden im Überschuss eingesetzt, um eine Limitierung der Amplifika-
tion und eine damit einhergehende Verfälschung der Ergebnisse zu vermeiden.  
 
Ein Standard-PCR-Ansatz für die qPCR enthält folgende Komponenten:  
Standard PCR-Ansatz (20µl):  
10 µl SYBR-Green Master Mix 
  1 µl  Primer A (0,5µM)  
  1 µl  Primer B (0,5µM)  
  7 µl  DEPC-Wasser 
  1 µl  cDNA (<500ng)  
20 µl  
Im SYBR-Green Master-Mix (Qiagen®) sind neben einer HotStarTaq-DNA-Polymerase, ein 
entsprechender PCR-Puffer, dNTPs und der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green enthalten. Für 
die Reaktion müssen entsprechende Primer, die Template-DNA und DEPC-Wasser hinzuge-
geben werden. Die Primer sind dabei so konstruiert, dass ein Amplifikat zwischen 150-200bp 
entsteht und die Annealing-Temperatur für alle Primer identisch ist und bei 60°C liegt. Alle 
Komponenten für die PCR werden in eine 96-wp (Roche®) pipettiert, wobei für jede Probe 
Doppel- bis Dreifachbestimmungen durchgeführt werden, um eine statistische Analyse zu 
ermöglichen. Für die relative Quantifizierung wird das Housekeeping-Gen GAPDH eingesetzt 
und ebenfalls Doppel- bis Dreifachbestimmungen durchgeführt.  
Standard-PCR-Programm:  
    1.30 Min.             94°C   
       20 Sek.     Strangtrennung     94°C  
       20 Sek.     Primer-Annealing    60°C       45 Zyklen  
       30 Sek.     DNA-Synthese      72°C   
  15.00 Min.            72°C   
  ∞             40°C 
Die Auswertung der Ergebnisse erfolgt über die LightCycler-480 Software, wobei die Expres-
sion des Zielgens gegen die Expression des Housekeeping-Gens abgeglichen wird. Die Daten 
werden mit Hilfe von Microsoft Excel 2007 in entsprechenden Diagrammen dargestellt und 
statistisch ausgewertet.  
2.1.4 Phenol-Chloroform-Extraktion und Fällung von DNA  
Durch  die  Phenol-Chloroform-Extraktion  wird  die  DNA-Lösung  von  Verunreinigungen   
(meist  Proteinen)  befreit  und  entsalzt.  Verschmutzungen  werden  denaturiert  und  sam-
meln sich in der organischen Phase bzw. der Grenzschicht zwischen der organischen und der 
wässrigen Phase an. Die DNA bleibt in der wässrigen Phase. Dabei wird das Volumen der 
DNA-Lösung  zunächst  auf 100 µl mit TE-Puffer  aufgefüllt. Nach Zugabe von 100 µl  einer 
fertigen Lösung aus 50%  (v/v) Phenol, 48%  (v/v) Chloroform und 2%  (v/v)  Isoamylalkohol 
wird die Mischung vorsichtig gevortext und anschließend 45 sec bei 20.000 x g und Raum-
temperatur zentrifugiert. Die Oberphase wird abgenommen und in ein neues Gefäß überführt. 
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Anschließend wird die phenolische Phase erneut mit 100 µl TE-Puffer versehen, gevortext 
und zentrifugiert. Die obere Phase wird mit der bereits abgenommenen Oberphase vereint, 
während die phenolische Phase verworfen werden kann.   
Die Präzipitation der DNA erfolgt durch Zusatz von 3 M Natrium-Acetat (NaAc, pH 5.7, 1/10 
des Volumens) und absolutem Ethanol (2,5faches Volumen) über Nacht bei -20°C. Nach 90 
Minuten Zentrifugation bei 20.000 x g und 4°C wird die sedimentierte DNA zweimal mit 
70%igem Ethanol gewaschen (Zentrifugation bei 20.000 x g, 4°C für 10 Minuten), wobei  die  
jeweiligen Überstände verworfen werden. Die DNA wird bei 37°C im Inkubator getrocknet 
und anschließend in TE-Puffer resuspendiert.  
2.1.5 Agarosegel-Elektrophorese   
Bei  der  Agarosegel-Elektrophorese  können  mit  Hilfe  von  Agarosegelen  in  entsprechen-
der Konzentration (0,5% bis 2,0%) DNA-Fragmente von 0,5-25kb Länge aufgetrennt und 
identifiziert werden.  Standardmäßig wird 1g Agarose (Invitrogen®) in 100 ml TAE-Puffer, 
der Ethidiumbromid enthält, aufgekocht und nach dem Abkühlen in einen Gelträger gegossen. 
Nach dem Aushärten der Agarose kann das Gel verwendet werden. Die Elektrophorese erfolgt 
in TAE-Puffer, ebenfalls mit Ethidiumbromid versehen, bei 100-200V Spannung, wobei die 
DNA-Fragmente entsprechend ihrer Größe im Gel aufgetrennt werden. Das im Gel und im 
Laufpuffer vorhandene Ethidiumbromid interkaliert in die DNA und kann mit Hilfe von UV-
Licht sichtbar gemacht werden.  
TAE-Puffer:     40 mM Tris-Acetat, 2 mM EDTA, pH 8.0  
DNA-Probenpuffer:  20% (w/v) Ficoll; 0.1% (w/v) Orange-G in TE-Puffer  
TE-Puffer:       10 mM Tris, pH 7,5; 0,1 mM EDTA 
2.1.6 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren  
Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäurelösungen erfolgt über die Messung der opti-
schen Dichte (OD-Messung) mit Hilfe eines Photometers (Pharmacia, Ultraspec 3100 pro). 
Dabei errechnet sich die Nukleinsäurekonzentration aus der OD bei 260 nm, der Verdünnung 
und einem für DNA bzw. RNA spezifischem Multiplikationsfaktor (40 für RNA, 50 für dop-
pelsträngige DNA). Die Konzentrationsmessungen erfolgen im Doppelansatz mit einer 1:50- 
oder 1:100-Verdünnung der Nukleinsäurelösung. Aus dem Verhältnis der OD bei 260 nm und 
der OD bei 280 nm kann außerdem die Reinheit der Nukleinsäurelösung bestimmt werden. 
Dieses Verhältnis beträgt bei proteinfreien Nukleinsäurelösungen 1,8 – 2,0. 
2.2 Mikrobiologie   
2.2.1 Lösungen und Medien   
Ampicillin-Stammlösung: 50 mg/ml in 70% Ethanol  
LB-Medium:    10 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Bacto-Hefeextrakt; 5 g/l NaCl  
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SOB-Medium:   20  g/l  Bacto-Trypton;  5g/l  Bacto-Hefeextrakt;  0.58  g/l NaCl  
(10mM);  0.19  g/l  KCl  (2.5mM); MgCl2  (10mM); 1.2 g/l 
MgSO4 (10mM)  
SOC-Medium:  3.6 g/l Glucose (20 mM) in SOB-Medium  
2.2.2 Bakterienstämme  
E. coli SURE:   (Stop Unwanted Rearragement Events) (Greener,  1990); recB,  
recJ, sbcC201, uvrC, umuC: Tn5(kanR), mcrA, mcrB, mrr lac, ∆ 
(hsdRMS), endA1, gyrA96, thi, supE44 [F’, proAB, lacIqZ ∆ 
M15 FN10 (tetR)], Tetrazyklin-resistent  
E. coli Wk6λ:    λ-lysogen, temp-, ∆(lac-proAB) gal E, str A, [F’ lac Iq, Z∆M15, 
pro A+B+]  
2.2.3 Transformation von kompetenten Zellen mittels Elektroporation  
Als Transformation wird die Aufnahme von DNA in ein Bakterium bezeichnet. Die Aufnah-
me wird mit Hilfe der Elektroporation erreicht, bei der durch das Anlegen einer hohen Span-
nung  (mehrere 1000 V) kurzfristig ein elektrisches Feld erzeugt wird, das  in der Bakterien-
membran  Löcher  hervorruft, die  sich  sofort wieder  schließen.  Fremd-DNA  kann  durch  
die Öffnungen in die Bakterienzellen eingeführt werden. Die aufgenommene DNA wird 
dauerhaft integriert und kann aktiv vom Bakterium exprimiert werden.    
2.2.4 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli mit dem JETSTAR-System® 
Für die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien wird das JETSTAR Plasmid Purification 
Kit® von der Firma GENOMED verwendet. Dieses Reinigungssystem ist eine modifizierte 
Methode der alkalischen/SDS-Methode, um klare Lysate zu erhalten. Die Lysate werden nach 
der Neutralisation auf eine JETSTAR-Säule (Mini, Midi oder Maxi) gegeben, wobei die 
Plasmid-DNA an der Anionenaustauschersäule gebunden wird. Durch Waschen der Säule 
werden RNA und andere Verunreinigungen beseitigt, und die DNA kann von der Säule eluiert 
und durch Alkoholpräzipitation konzentriert werden. 
Zellsuspensionspuffer:  50 mM Tris; 10 mM EDTA, pH 8,0; 100 µg/ml RNase 
Lysispuffer:  200 mM NaOH; 1% SDS (w/v) 
Neutralisationslösung:  3,1 M Kaliumacetat; pH 5,5 
Equilibrierungslösung: 600 mM NaCl; 100 mM Natriumacetat; 0,15% TritonX-100; pH 5,0 
Waschpuffer:  800 mM NaCl; 100 mM Natriumacetat; pH 5,0 
Elutionspuffer:  1250 mM NaCl; 100 mM Tris; pH 8,5 
Je nach gewünschter DNA-Ausbeute wird eine entsprechende Menge LB-
Medium/Selektionsmarker (Mini: 2 ml, Midi: 20 ml, Maxi: 200 ml) mit den Bakterien an-
geimpft, die das zu reinigende Plasmid enthalten. Die Kultur wird über Nacht bei 37°C auf 
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einem Kulturschüttler (180 rpm) inkubiert. Nach Zentrifugation der Kultur wird das Bakte-
rienpellet in Zellsuspensionslösung resuspendiert (Mini:0,4 ml, Midi: 4 ml, Maxi: 10 ml). Die 
Lyse der Bakterien erfolgt durch einen Lysispuffer (Mini:0,4 ml, Midi: 4 ml, Maxi: 10 ml), 
der nach 5 Minuten Inkubation durch die Zugabe der Neutralisationslösung (Mini: 0,4 ml, 
Midi: 4 ml, Maxi: 10 ml) neutralisiert wird. Nach Zentrifugation (10 Minuten bei 12.000 x g) 
wird der Überstand, der die DNA enthält, auf die zuvor mit der Equilibrierungslösung (Mini: 
2 ml, Midi: 10 ml, Maxi: 30 ml) behandelte Säule gegeben. Nachdem die Säule mit Wasch-
puffer gewaschen (Mini: 2 x 2,5 ml, Midi: 2 x 10 ml, Maxi: 1 x 60 ml) wurde, kann die DNA 
mit 50 °C warmer Elutionslösung (Mini: 0,9 ml, Midi: 5 ml, Maxi: 15 ml) eluiert werden. Die 
DNA wird dann mit dem 0,7fachen Volumen an Isopropanol präzipitiert, für 30 Minuten auf 
Eis inkubiert und anschließend bei 4°C 30 Minuten zentrifugiert (12 000 x g). Das DNA-
Pellet wird mit 70% Ethanol gewaschen, 15 Minuten zentrifugiert, luftgetrocknet und in ei-
nem entsprechenden Volumen TE-Puffer aufgenommen. Anschließend kann die Konzentrati-
on der DNA-Lösung mittels OD-Messung (2.1.6 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäu-
ren) bestimmt werden. 
2.3 Allgemeine proteinchemische Methoden 
2.3.1 Isolierung von Proteinen  
Für die Isolation von Proteinen aus Zellen werden diese wie gewohnt mit TEP oder durch 
Abschaben vom Zellkulturgefäß geerntet. Die Zellen werden durch Zentrifugation (5 Minu-
ten, 1000 rpm bei 4°C) pelletiert und in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die Lyse der Zellen 
erfolgt mit einem Zelllysepuffer (20 mM Tris pH 7,5 / 150 mM NaCl / 2 mM EDTA / 1% 
(w/v) Nonidet P-40 / 50 mM NaF / 1 mM Na4P2O7). 2,5 ml des Lysepuffers werden mit einer 
¼ Protease-Inhibitortablette (Complete, Mini, Roche) und 2,5 µl 100 µM Okadaic Acid (K-
salz, Calbiochem) versehen. Je nach Zellzahl werden die Zellpellets in einer entsprechenden 
Menge an Lysepuffer lysiert. Die Zelllysate werden 10 Minuten bei 20.800 x g bei 4°C zentri-
fugiert und der Überstand in ein neues Eppendorf-Gefäß überführt. Nach der Bestimmung der 
Proteinmenge mittels des Bradford-Tests werden die Zelllysate mit 2x SDS-Probenpuffer, der 
1% frisch zugesetztes Mercaptoethanol enthält, versehen und können nach 5 Minuten Denatu-
rierung bei 95°C auf ein SDS-Gel zur Analyse aufgetragen werden. Dabei werden meist 10µg 
Protein / Tasche auf ein SDS-Gel gegeben.  
2.3.2 Isolierung von Proteinen mit dem TRI-Reagent®  
Um gleichzeitig Proteine und RNA aus Gewebeproben der Maus zu isolieren, bietet sich das 
TRI-Reagent® an, mit dem gleichzeitig RNA, DNA und Protein aus einer Probe gereinigt 
werden können. Dies ist vor allem von Vorteil, wenn nicht genügend Probenmaterial zur Ver-
fügung steht. Die Isolation der RNA mit dem TRI-Reagent® wurde bereits in 2.1.1 ausführ-
lich beschrieben und gilt bis zur Phasentrennung auch für die Proteinisolation. Die obere 
wässrige Phase enthält die RNA, in der Interphase befindet sich die genomische DNA und die 
untere, phenolhaltige Phase enthält die Proteine. Letztere wird nach Abnahme der wässrigen 
Phase für die RNA-Isolation weiter prozessiert.  
Um die Proteine isolieren zu können, muss zunächst die genomische DNA präzipitiert wer-
den. Dazu werden 0,3 ml 100% Ethanol pro ml TRI-Reagent® zu der Probe gegeben, über 
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Kopf gemischt und 2-3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die DNA wird anschließend 
5 Minuten bei 4°C und 2.000 x g sedimentiert. Der Überstand (Phenol/Ethanol-Phase) wird 
abgenommen und erneut zentrifugiert, um letzte DNA-Reste zu entfernen. Der Überstand 
wird in 0,2-0,5 ml-Portionen aliquotiert und mit dem 3fachen Volumen Aceton versehen. 
Nach kurzem Mischen und einer 10-minütigen Inkubation bei Raumtemperatur werden die 
Proben 10 Minuten bei 4°C und 12.000 x g zentrifugiert, um die ausgefallenen Proteine zu 
pelletieren. Das Proteinpellet wird 3 x mit einer 0,3M Guanidin-hydrochloridlösung (in 95% 
Ethanol mit 2,5% Glycerol v:v) gewaschen, wobei bei jedem Waschschritt vor der Zentrifuga-
tion 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert wird. Die Zentrifugation erfolgt hierbei 5 Mi-
nuten bei 4°C und 8.000 g. Der letzte Waschschritt wird mit 1 ml Ethanol/2,5% Glycerol 
durchgeführt. Das Proteinpellet wird anschließend 7-10 Minuten bei Raumtemperatur ge-
trocknet und anschließend in einem Urea-Puffer (4,2 g Urea, 2,5 ml Upper Tris Puffer, 4 ml 
1% SDS, 0,153 g DTT, 320 µl 250 mM EDTA auf 10 ml mit Wasser auffüllen) gelöst, wobei 
0,2 ml pro 10-20 mg Gewebe eingesetzt werden. Um die Proteine für eine Western Blot-
Analyse zu verwendet hat es sich als nützlich erwiesen, den Zellextrakt 3 Minuten bei 95°C 
zu erhitzen und anschließend durch Zentrifugation (5 Minuten, 10.000 g, RT) unlösliches Ma-
terial abzutrennen.  
2.3.3 BCA-Proteinbestimmung  
Die Konzentration der isolierten Proteine wird mit dem Micro BCA-Protein Assay Reagent 
Kit von Pierce bestimmt. Das Prinzip (nach Smith, et al., 1985) basiert darauf, dass Proteine 
im alkalischen Milieu Cu2+ zu Cu+ reduzieren (Biuret-Reaktion). Die Bichinolin-4-
carbonsäure (BCA) reagiert mit Cu+, wobei zwei Bichinolinsäure-Moleküle einen Chelat-
komplex mit dem Cu+-Ion eingehen, der intensiv violett gefärbt ist.  
Die Proteinproben werden in einer 96-Loch-Mikrotiterplatte 1:5 mit Wasser verdünnt und mit 
200 µl pro Loch Reaktionslösung, die aus 50 Teilen Lösung A (enthält Natriumcarbonat, Nat-
riumbikabonat, Tartrat und 0,2 N Natriumhydroxid), 48 Teilen Lösung B (enthält BCA) und 2 
Teilen Lösung C (enthält 4% Kupfersulfat-Pentahydrat)  besteht, versetzt. Nach 30 Minuten 
Inkubation bei 37°C wurde die Extinktion bei 540 nm in einem ELISA-Reader gemessen. 
Anhand einer Eichreihe aus Rinder-Serum-Albumin (BSA) mit bekannten Proteinkonzentra-
tionen kann die unbekannte Proteinkonzentration mittels einer Eichgeraden und linearer Reg-
ression bestimmt werden.  
2.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) 
In einem Polyacrylamidgel werden Proteine nach Molekulargewicht und Ladung elektropho-
retisch getrennt. Dabei wird die Eigenladung der Proteine durch den Zusatz von SDS (So-
diumdodecylsulfat) überlagert, sodass die Auftrennung nur noch der Größe nach erfolgt. SDS 
denaturiert die Proteine – besonders nach vorheriger Reduktion mit Mercaptoethanol oder 
DTT – und es unterbindet Protein-Protein-Wechselwirkungen. Im SDS-Gel wandert der SDS-
Protein-Komplex im elektrischen Feld zum Pluspol, wobei die Proteine durch den Molekular-
siebeffekt der Polyacrylamidmatrix nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Bei 
der diskontinuierlichen SDS-PAGE (Lämmli, 1970) werden die Proteine zunächst in einem 
Sammelgel konzentriert und anschließend in einem Trenngel ihrer Größe nach aufgetrennt. 
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PAA:  30% (w/v) Polyacrylamid; 0.8% (w/v) Bisacrylamid in H2O (Rotipho-
rese Gel 30, Roth) 
SDS (10%):   10% (w/v) Natriumdodecylsulfat 
Laufpuffer (8fach):  1,85 M Tris; 0,67 M Glycin; 8% (v/v) SDS (10%); 16 mM EDTA;     
pH 8.8 
APS:    40% (w/v) Ammoniumperoxodisulfat in H2O 
Lower Tris:   1,5 M Tris; 0,4% (w/v) SDS; pH 8.8 
Upper Tris:   0,5 M Tris; 0,4% (w/v) SDS; pH 6.7 
4xProbenpuffer (reduzierend): 2,581 ml UpperTris; 0,516 g SDS; 7 ml Glycerin (87%); 
0,1788 g DTT, auf 10 ml Endvolumen mit H2O auffüllen, mit Brom-
phenolblau versetzen 
Trenngel (10%): 3,3 ml PAA; 2,5 ml Lower Tris; 4,1 ml H2O; 8µl TEMED; 12 µl APS 
Trenngel (12.5%): 4,1 ml PAA; 2,5 ml Lower Tris; 3,2 ml H2O; 8 µl TEMED; 12 µl APS 
Sammelgel:   1,4 ml PAA; 2,0 ml Upper Tris; 4,2 ml H2O; 10 µl TEMED; 16 µl APS 
Längenstandard:  Page RulerTM Prestained Protein Ladder (Fermentas)  
Nach dem Aufbau der Gelkassette (Geldicke: 1 mm) wird das Trenngel in die Kammer gege-
ben und mit Wasser überschichtet, so dass eine glatte Oberfläche entsteht. Das APS im 
Trenngel initiiert die Acrylamidpolymerisation, wobei TEMED ist der Katalysator für diese 
Reaktion ist. Nach der Polymerisation des Trenngels wird das Wasser entfernt und das Trenn-
gel mit dem Sammelgel überschichtet, in welches ein Kamm eingesetzt wird. Ist auch das 
Sammelgel polymerisiert, kann das Abdichtgummi der Kammer entfernt werden. Die Gelkas-
sette wird dann in die mit Laufpuffer (1-fach) gefüllte Elektrophoresekammer eingesetzt, der 
Kamm wird entfernt, und die Proben können aufgetragen werden. Die Proteinproben befinden 
sich in einer nicht denaturierenden Flüssigkeit (Puffer/H2O) und werden deshalb mit 2x redu-
zierendem SDS-Probenpuffer, der 1% frisch zugesetztes Mercaptoethanol enthält, versetzt 
und vor dem Auftragen auf das Gel 5 Minuten bei 95°C denaturiert und kurz zentrifugiert. Pro 
Tasche werden 10-20µg Protein aufgetragen. Das Gel wird zunächst bei einer Spannung von 
75 V, später von 150 V, laufen gelassen. Erreicht der Probenpuffer den unteren Rand des 
Gels, wird die Elektrophorese beendet und das Gel vorsichtig aus der Gel-Kassette entnom-
men. Die Proteine können mittels Western Blot auf eine PVDF-Membran transferiert werden 
und anschließend mittels Ponceau S oder einer Immunmarkierung angefärbt werden.  
2.3.5 Western Blot 
Beim Western Blot werden Proteine von einem Gel der SDS-Gelelektrophorese auf eine 
PVDF-Membran (Millipore, 0,45 µm) übertragen, die anschließend immunmarkiert werden 
können. 
Blotpuffer:   25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol 
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Im Tankblotter (Hoefer/AP-Biotech) wird eine Stromstärke von 80 V angelegt, wobei der 
Pluspol auf der Seite der Membran, der Minuspol auf der Seite des Gels angeschlossen wird 
(Transfer vom Minus- zum Pluspol). Nach 180 Minuten wird der Transfer beendet und die 
Membran aus der Kammer entnommen. Die transferierten Proteine können jetzt immunmar-
kiert oder mit Ponceau S angefärbt werden. 
2.3.5.1 Ponceau S-Färbung  
Ponceau S-Färbelösung:  0,1 % Ponceau S in 5 % Essigsäure  
Ponceau S ist ein Azofarbstoff, der Proteine auf einer Nitrozellulose- oder PVDF-Membran 
anfärbt. Die Färbung wird häufig verwendet, um zu kontrollieren, ob Protein nach dem Wes-
tern Blot auf die Membran übertragen wurde und ob die Proteinverteilung der aufgetragenen 
Proben gleichmäßig und damit vergleichbar ist. Die Membran wird in die Ponceau S-
Färbelösung gegeben, wobei nach kurzer Zeit (5-10 Minuten) die Proteine durch eine rote 
Färbung auf der Membran sichtbar werden. Die Färbung ist reversibel und kann durch 
Schwenken in Wasser rückgängig gemacht werden, sodass die Membran für eine Immunmar-
kierung weiter verwendet werden kann.  
2.3.5.2 Immunmarkierung und Entwicklung 
TBS:    0,08% (w/v) NaCl; 0,002% KCl; 5 mM Tris-HCl pH 7,4 
TTBS:   0,1% (w/v) Tween20 in TBS 
1. Antikörper:  1:1000 in Milch oder BSA verdünnt; meist aus dem Kaninchen oder der 
Maus  
2. Antikörper:  Peroxidase-konjugierter Ziege-anti-Maus- oder Ziege-anti-Kaninchen-
IgG-Antikörper; erkennt schwere und leichte Kette eines IgG-
Antikörpers aus der Maus bzw. dem Kaninchen 
Blockierungslösung: 10 ml 0,3% H-Milch zur Sättigung unspezifischer Bindungsstellen auf 
der Membran 
Substratlösung:  ECL™ Western Blotting Detection Reagens, Amersham Biotech ECL-
plus™ Western Blotting Detection Reagens, Amersham Biotech 
Die PVDF-Membran (Millipore) mit den transferierten Proteinen wird 1 Stunde bei RT unter 
langsamen Schwenken mit Blockierungslösung inkubiert. Dabei werden unspezifische Bin-
dungsstellen für Antikörper abgesättigt. Der 1. Antikörper in Blockpuffer oder in BSA wird 
über Nacht bei 4°C unter langsamen Schwenken auf die Membran gegeben. Anschließend 
wird die Membran dreimal 10 Minuten mit 0,1% TTBS gewaschen, bevor die Membran für   
1 Stunde mit dem 2. Antikörper in Blockpuffer (1:10.000) unter langsamen Schwenken inku-
biert wird. Die Membran wird daraufhin dreimal mit 0,1% TTBS gewaschen. Durch Zugabe 
der Substratlösung wird die durch das an den 2. Antikörper gekoppelte Enzym, z.B. Meerret-
tichperoxidase, katalysierte Reaktion gestartet. Es kommt durch Oxidation des Chemilumi-
neszenz-Substrates zu einer länger anhaltenden Lichtemission, die auf einem Röntgenfilm 
erfasst werden kann. 
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2.4 Tierische Zellkultur 
2.4.1 Lösungen und Medien 
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium): 13,,63 g/l DMEM-Pulver; 3,67 g/l        
(44 mM) NaHCO3; 2,6 g/l (10 mM) HEPES; pH 7,2 
RPMI (Roswell Park Memorial Institute Medium): Gibco RPMI Pulvermischung für 10 l 
(# 51800-035); 100 ml/10 l 1M Hepes; 16,8g /10 l NaH-
CO3, pH 6,9-7,1 
Pen/Strep-Lösung (100fach):  6,6 g/l Ampicillin; 10 g/l Streptomycin 
Glutamin-Lösung(100fach):  29,22 g/l (200 mM) Glutamin 
PBS (phosphate buffered saline): 8 g/l (140 mM) NaCl; 0,2 g/l (27 mM) KCl; 1,15 g/l (7,2 
mM) Na2HPO4 × H2O; 0,2 g/l (14,7 mM) KH2PO4 
Puromycin-Lösung:   2,5 mg/ml Puromycin 
MEM-NEAA:   Gibco, 100x (#11140) 
MEM-Sodium Pyruvat:  Gibco, 100x  100mM (#11360-039) 
HEPES-Puffer:   Biochrom AG, 1M (# L1613) 
β-Mercaptoethanol:   55 mM in PBS  
FCS(fötales Kälberserum):  Das FCS wird vor dem Gebrauch für eine 45 Minuten 
bei 56°C inkubiert, um Komplementfaktoren zu deakti-
vieren. 
DMEM++:  88 % (v/v) DMEM; 1 % (v/v) Pen/Strep-Lösung 
(100fach); 1 % (v/v) Glutamin-Lösung (100fach); 10 % 
(v/v) FCS 
DMEM++/ Puromycin:   5 µg/ml Puromycin-Lösung (2.5 mg/ml) in DMEM++ 
DMEM++/FCS-frei:  98 % (v/v) DMEM; 1% (v/v); Pen/Strep-Lösung 
(100fach); 1 % (v/v) Glutamin-Lösung (100fach) 
RPMI++: 88 % (v/v) RPMI; 1% (v/v) Pen/Strep-Lösung (100fach); 
1% (v/v) Glutamin-Lösung (100fach); 10% (v/v) FCS 
RPMI full : 84 % (v/v) RPMI; 1% (v/v) Pen/Strep-Lösung (100fach); 
1% (v/v) Glutamin-Lösung (100fach); 1% (v/v) HEPES 
(1M); 1% (v/v) MEM-NEAA (100fach); 1% (v/v) β-
Mercaptoethanol (55 mM); 1% (v/v) MEM-Sodium Py-
ruvat (100fach); 10% (v/v) FCS 
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OptiMEM: OPTI-MEM®I Reduced Serum Medium modification of 
MEM von Gibco  
Die Lagerung der Medien erfolgt bei 4°C, die der Lösungen und des FCS bei -20°C. Die Me-
dien werden autoklaviert, die Lösungen steril filtriert. 
2.4.2 Zelllinien 
C3H10T½:  diploide Fibroblasten-Zelllinie, aus einer C3H-Mausembryo-Zellinie 
isoliert (Reznikoff, C.A. et al., 1973a,b), ATCC, Kat. Nr. CCL226 
C3H10T½NFκB luc:  C3H10T½-Zelllinie, rekombinant ein NFκB Luziferase Reporterplas-
mid exprimierend; Puromycin-resistent 
C3H10T½LV-dnTAK: C3H10T½-Zelllinie, lentiviral integriertes dominant-negatives TAK1 
exprimierend;  
C3H10T½LV-wtTAK:  C3H10T½-Zelllinie, lentiviral integriertes wildtyp-TAK1 exprimierend 
RAW 264.7: murine Makrophagen-Zelllinie, aus einem Tumor, der durch den muri-
nen Abelson-Leukämie-Virus induziert wurde, isoliert (Raschke, et al., 
1978), ATCC®, Kat.Nr.: TIB-71™ 
J774.1: murine Makrophagen-Zelllinie; aus Balb/c Maus isoliert (Cancer Res., 
37, 547-550, 1977; J. Exp. Med., 143, 1528-1533, 1976. Nature, 257, 
397-393, 1975) 
2.4.3 Kulturbedingungen 
Die Zellen werden in Kulturflaschen oder Petrischalen mit Wachstumsmedium bei 37°C, 5 % 
CO2 im Brutschrank inkubiert. Alle 2 bis 3 Tage wird das Medium gewechselt. 
C3H10T½      DMEM++ 
C3H10T½NFκB luc    DMEM++/Puromycin 
C3H10T½LV-dnTAK     DMEM++/Doxycyclin 
C3H10T½LV-wtTAK    DMEM++/Doxycyclin 
HEK-293T      DMEM++ 
J774.1      RPMI full 
RAW      RPMI++ 
2.4.4 Passagieren von Zellen 
Nach Waschen der Zellen mit warmem PBS werden diese mit TEP überschichtet und für we-
nige Minuten inkubiert. Durch leichtes Klopfen können die Zellen vom Boden gelöst werden. 
Die Zellsuspension wird zur Deaktivierung des Trypsins mit mindestens der doppelten Menge 
Medium versetzt und resuspendiert. Die Zellzahl der Suspension wird mit Hilfe einer Fuchs-
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Rosenthal-Zählkammer (Faktor 5000) bestimmt. Nach Einstellung der gewünschten Zellzahl  
mit Medium wird die Zellsuspension auf neue Kulturgefäße verteilt. 
2.4.5 Einfrieren von Zellen 
Nachdem die Zellen in einer mittleren Flasche bis fast zur Konfluenz gewachsen sind, werden 
diese mit PBS gewaschen und anschließend trypsiniert. In Greiner-Zentrifugenröhrchen wer-
den die Zellen dann bei 800 rpm 5 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wird abgesaugt und 
das Zellpellet in 5 ml FCS mit 5% DMSO resuspendiert. In Aliquots von 1,5 ml wird die 
Zellsuspension auf Kryo-Röhrchen verteilt und 24 Stunden bei -70°C eingefroren. Danach 
werden die Zellen in flüssigem Stickstoff gelagert. Um das Anwachsen der Zellen und deren 
Vitalität nach dem Einfrieren zu testen, wird am Tag nach dem Einfrieren eine Taukontrolle 
durchgeführt. 
2.4.6 Auftauen von Zellen 
Die eingefrorenen Zellen werden zunächst aus dem Stickstofftank geholt und für ~30 Minuten 
bei -70°C gelagert. Anschließend werden die tiefgefrorenen Zellen schnell durch Schwenken 
in einem 37°C warmen Wasserbad aufgetaut und sofort mit frisch angesetztem Medium in 
einer kleinen Flasche ausgesät. Nach Anwachsen der Zellen (ca. 2 Stunden nach dem Auftau-
en) sollte zur Entfernung des DMSO bereits der erste Mediumwechsel erfolgen. 
2.4.7 Transfektion von eukaryotischen Zellen 
Bei der Transfektion wird Fremd-DNA in Zellkulturzellen eingebracht. Dabei wird zwischen 
der transienten Transfektion, bei der das Plasmid nur zeitweise in die Wirtszelle eingebracht 
wird, und der stabilen Transfektion, die zum dauerhaften Einbau der DNA in das Genom der 
Wirtszelle führt, unterschieden. Durch Abbauprozesse wird fremde DNA normalerweise 
schnell abgebaut, nach dem Einbau in die Wirts-DNA wird dieser Vorgang jedoch unterbun-
den. Die Transfektion von eukaryotischen Zellen erlaubt die Untersuchung des eingebrachten 
Gens und dessen Effekt auf die transfizierte Zelle. 
2.4.7.1 Stabile Transfektion mit DOSPER 
Für die Transfektion wird das DOSPER Liposomal Transfection Reagent eingesetzt, welches 
auf der liposomalen Transfektion von Zellen basiert. Das DOSPER-Reagenz (chemische Be-
zeichnung: 1,3-Di-Oleoyloxy-2-(6-Carboxy-spermyl)-propylamid, C58H113O13N5) ist ein poly-
kationisches Lipid, welches bei der Mischung mit der natürlicherweise negativ geladenen 
DNA spontan stabile Liposomen/Polynukleotid-Komplexe bildet, wobei die positiv geladenen 
Spermin-Kopfgruppen von DOSPER die negativ geladenen DNA-Moleküle binden. Diese 
Liposomen/Polynukleotid-Komplexe können direkt zum Zellkulturmedium gegeben werden. 
Sie binden an der Zelloberfläche, fusionieren mit der Zellmembran und setzen die negativ 
geladene DNA in das Cytoplasma der Zielzelle frei. Zum Einbringen von Fremd-DNA in eu-
karyotische Zellen mit dem Ziel einer stabilen Integration dieser DNA in das Wirtsgenom gibt 
es eine Vielzahl unterschiedlicher Transfektionssysteme. Bei der hier gewählten Methode der 
Co-Transfektion wird das Ziel-Gen mit einem Selektionsplasmid für eine Antibiotikaresistenz 
im Konzentrationsverhältnis 1:10 zusammen eingesetzt. Das Selektionsplasmid wird ebenfalls 
in das Wirtsgenom integriert und ermöglicht den Zellen, in Medium mit Antibiotikum zu 
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wachsen, während die nicht mit dem Selektionsplasmid transfizierten Zellen absterben, auch 
wenn sie das Ziel-Gen aufgenommen haben. Da die Möglichkeit besteht, dass das Selektions-
plasmid auch ohne Ziel-Gen in die Zellen einbaut wird, müssen nach Transfektion und Selek-
tion die sich bildenden Zellkolonien einzeln isoliert und anschließend genetisch untersucht 
werden.  
Für die Transfektion von C3H10T½-Zellen wurde das Selektionsplasmid pBSpACAp einge-
setzt, das eine Puromycin-Resistenz verleiht, über die erfolgreich transfizierte Zellen selektio-
niert und kultiviert werden können.  
Die Aussaat der Zellen erfolgt einen Tag vor der Transfektion in einer 12-Lochplatte, wobei 
30.000 Zellen pro Loch ausgesät werden. Die Zellen werden vor der Transfektion 2 Stunden 
in frisch angesetztem Medium mit 10% FCS inkubiert (2 ml/Loch), anschließend einmal mit 
je 2 ml FCS-freiem Medium gewaschen und dann mit genau 1 ml FCS-freiem Medium pro 
Loch versehen. Es wird ein Transfektionsansatz aus zu transfizierender DNA und Selektions-
plasmid in 62,5 µl HBS-Puffer mit einer Endkonzentration der zu transfizierenden DNA von 
2,4 µg/ml und einer Endkonzentration des Selektionsplasmids von 0,3 µg/ml sowie eine 
DOSPER-Verdünnung in 62,5 µl HBS mit der Endkonzentration 160 µg DOSPER/ml herge-
stellt. Der Transfektionsansatz und die DOSPER-Verdünnung werden vorsichtig vermischt 
und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, um die Bildung des DOSPER/DNA-
Komplexes zu ermöglichen. Von diesem Mix (125 µl) werden 75 µl pro Loch auf die Zellen 
gegeben und gemischt. Die Zellen werden dann für 6 Stunden bei 37°C, 5 % CO2 im Brut-
schrank inkubiert und anschließend mit 1 ml DMEM /20 % FCS versetzt, sodass die Endkon-
zentration an FCS im Medium wieder 10 % beträgt. Nach 24 Stunden Inkubation erfolgt der 
erste Mediumwechsel mit Selektionsmedium. Am zweiten Tag nach der Transfektion werden 
die Zellen trypsinisiert und auf der zweifachen Fläche mit Selektionsmedium ausgesät. Dafür 
werden die Zellen aus drei Löchern (insgesamt 10,9 cm² Fläche) der 12-Lochplatte, die mit 
derselben DNA transfiziert wurden, gepoolt und in einer kleinen Petrischale (Greiner, 19 cm²) 
ausgesät. Nicht transfizierte Zellen sterben dabei aufgrund des Selektionsmediums ab. Die 
durch das Spreiten in eine kleine Petrischale vereinzelten Zellen wachsen dann zu Klonen 
heran (1-2 Wochen), von denen acht möglichst weit auseinander liegende Klone gepickt und 
getrennt weiterkultiviert werden, um genetisch einheitliche Zelllinien zu erhalten. Um die 
Klone auf den Einbau des transfizierten Konstrukts und auf ihre Eignung für die späteren 
Versuche zu untersuchen, werden von jedem Klon zwei Erhaltungskulturen in kleinen Zell-
kulturflaschen für die RNA- und Proteinanalyse angelegt. Außerdem werden von jedem Klon 
Proben eingefroren (2.4.5, S.42). 
2.4.7.2 Transiente Transfektion eukaryotischer Zellen  
Nicht immer ist eine stabile Transfektion für die Analyse von Proteinen erforderlich. In sol-
chen Fällen bietet sich eine transiente Transfektion an. Dabei können eine oder mehrere 
DNAs beziehungsweise siRNA ohne Selektionsdruck in die Zellen eingebracht und expri-
miert werden. Die Zellen werden dabei so ausgesät, dass sie zum Zeitpunkt der Transfektion 
eine Zelldichte von 90-95% aufweisen.  
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2.4.7.2.1 Transiente Transfektion von DNA mit LipofektaminTM 2000 
Für die Transfektion in einer 24-Lochplatte wurden die Zellen eine Stunde vor Transfektion in 
500 µl serumfreien Medium (OptiMEM®) pro Loch inkubiert. Für jedes Loch wurden 0,8 µg 
der zu transfizierenden DNA in OptiMEM® verdünnt. Von dem Lipofektamin wurden 3 µl 
pro Loch ebenfalls in 50 µl OptiMEM® verdünnt, fünf Minuten bei Raumtemperatur inku-
biert und dann mit der verdünnten DNA 1:1 gemischt (Endvolumen 100 µl). Nach 20 Minu-
ten Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Lipofektamin-DNA-Gemisch vorsichtig auf 
die Zellen getropft. Eine Transgenexpression konnte 24 Stunden nach der Transfektion nach-
gewiesen werden. Zu diesem Zeitpunkt wurden die Zellen entweder für Stimulationsversuche 
weiterverwendet oder geerntet. Für die Zellernte wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA vom 
Boden des Loches abgespült. Die Reaktion wurde durch Zusatz von serumhaltigem Medium 
abgestoppt  und die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 450 x g, 4°C, 5 Minuten pelle-
tiert. Nach der gründlichen Entfernung des Überstandes wurde das Pellet in flüssigem Stick-
stoff eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei –70°C gelagert. 
Erfolgte die transiente Transfektion in größeren Lochplatten oder Zellkulturschalen, so wurde 
sowohl die DNA als auch die eingesetzte Menge an Lipofektamin entsprechend der Kultivie-
rungsfläche angepasst.  
2.4.7.2.2 Transiente Transfektion von siRNA mit LipofektaminTM  
Für die transiente Transfektion von siRNA in die Makrophagenzelllinie J774.1 wurden die 
Zellen ein paar Stunden vor der Transfektion in einer 24-Lochplatte mit 250.000 c/well aus-
gesät. Nachdem die Zellen angewachsen sind (ca. 3 Stunden) wird die Tranfektion durchge-
führt. Dazu werden sowohl die Ziel-siRNA als auch eine Kontroll-siRNA (siCTR) auf eine 
Konzentration von 20 µM verdünnt. Für jedes Loch werden sowohl die siRNA (2 µl/Loch, 
entspricht einer Endkonzentration von 100 nM pro Loch) als auch das Lipofektamin® (1,6 
µl/Loch) mit jeweils 50 µl OptiMEM® verdünnt. Die beiden Mixe werden 1:1 gemischt, 15 
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend auf die Zellen getropft (100 µl). Die 
Zellen werden vor der Transfektion einmal mit PBS gewaschen und anschließend mit 300 µl 
OptiMEM®/well versehen. 24 Stunden nach der Transfektion können die Zellen für weitere 
Versuche verwendet oder geerntet werden.  
Auch hier wurde die Menge an Lipofektamin und siRNA bei Verwendung größerer Lochplat-
ten entsprechend der Kultivierungsfläche angepasst.  
2.4.8 Stimulation mit Zytokinen  
Um inflammatorische Signalwege und den Einfluss eingebrachter Gene bzw. der Inhibition 
bestimmter Proteine zu untersuchen, werden diese mit den inflammatorischen Zytokinen 
Interleukin-1β (IL-1β) bzw. Tumor-Nekrose-Faktor-α (TNF-α) oder Lipopolysaccharid (LPS) 
für verschiedene Zeitpunkte stimuliert. Dafür werden die Zellen zunächst mit serumfreien 
Medium gewaschen und anschließend für eine Stunde im Brutschrank inkubiert. Die Stimula-
tion beginnt durch den Zusatz des Zytokins (20 ng/ml) bzw. LPS (1 µg/ml) und wird nach 
entsprechender Zeit durch Absaugen des Mediums und den Zusatz von PBS gestoppt. Die 
Zellen werden dann entweder mit TriReagent® für die RNA-/cDNA-Analyse (2.1.1, S.30) 
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oder mit Lysepuffer für eine Proteinanalyse (2.3.1, S.36)  mittels Western Blot (2.3.5, S.38) 
geerntet.  
2.4.9 NFκB-Reportertest  
Um die zytokinabhängige Aktivierung von NFκB zu untersuchen, wurde ein NFκB – Repor-
terkontrukt stabil in C3H10T½ -Zellen zusammen mit einer Puromyzin-Resistenz eingebracht 
(2.4.7.1, S.42). In dem Reporter ist der Promotor von NFκB vor das Luziferase-Gen kloniert 
worden, so dass bei Aktivierung von NFκB das Luziferase-Gen abgelesen wird. Die Zellen 
werden nach Aussaat in einer 24-Lochplatte 1 Stunde mit serumfreien Medium inkubiert und 
anschließend mit verschiedenen Zytokinen (TNF-α oder IL-1β) oder LPS für verschiedene 
Zeitpunkte stimuliert (2.4.8, S.44). Nach einmaligem Waschen mit PBS, wodurch auch die 
Stimulation gestoppt wird, werden die Platten für mindestens 30 Minuten bei -70°C gelagert. 
Zur Aufarbeitung der Zellextrakte für den Reporterassay werden die Zellen mit 50 µl Lyse-
puffer pro Loch (0,5 ml cat-Lysepuffer 5x, 2ml H2O, ¼ Protease-Inhibitor-Tablette (Comple-
te, Mini, Roche)) durch Abschaben vom Boden der Lochplatte geerntet. Die Lysate werden 
10 Minuten bei 14.000 rpm und 4°C zentrifugiert und von den Überständen jeweils 7,5 µl in 
eine weiße 96 Lochplatte für den Luziferase-Test überführt. Im Abstand von ~1 Sekunde 
werden 25 µl Substrat (Luziferase) pro Loch zu den Proben pipettiert und mit einem Lumi-
nometer (EG&G Berthold, Programm: Win Glow) gemessen.  
2.4.10 Durchflusszytometrie  
Die Durchflusszytometrie oder das als Akronym verwendete Wort FACS (= ‚fluorescence 
activated cell sorting‘) ist eine Technologie, bei der einzelne Zellen, die in einem Flüssig-
keitsstrom eine Anregungsquelle passieren, gezählt und analysiert werden können. Generell 
können dabei zwei Anwendungsbereiche unterschieden werden: die quantitative Analyse und 
das Sortieren von Zellen. Das Prinzip basiert auf der Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen, 
die an spezifische Antikörper gekoppelt sind und so eine chemische, physikalische und mole-
kulare Analyse bestimmter Eigenschaften (quantitative Analyse) bzw. das Sortieren der zu 
untersuchenden Zellen ermöglichen. Fluoreszenz-markierte Zellen einer Einzelzellsuspension 
werden durch hydrodynamische Fokussierung vereinzelt und in ungefähr gleicher Ausrich-
tung mittels einer dünnen Kapillare an einem Laserstrahl mit geeigneter Wellenlänge vorbei-
geleitet. Ein Teil des Lichts wird von den Zellen gestreut und mittels Detektoren (Photomul-
tiplier) nachgewiesen. Dabei können durch die Messung des Vorwärtsstreulichtes (FSC = 
Forward Scatter) im flachen Winkel Rückschlüsse auf das Zellvolumen gezogen werden. Das 
Seitwärtsstreulicht (SSC = Sidewards Scatter) wird im rechten Winkel gemessen und korre-
liert mit der Komplexität (Granularität des Zytoplasmas, Größe des Zellkerns usw.) der Zelle.  
2.4.10.1 Fluoreszenzaktivierte Sortierung von Zellen  
Um bestimmte Zellen aus einer Zellsuspension zu isolieren, werden die Zellen mit fluores-
zenzgekoppelten Antikörpern markiert, die zelltypspezifisch exprimierte Oberflächenmerk-
male von Zellen, meist CD (Cluster of Differentiation)-Moleküle, erkennen. So markierte 
Zellen können aufgrund ihrer spezifischen Streuungseigenschaften und Fluoreszenzmarkie-
rungen in zwei oder mehr Fraktionen sortiert werden (Abbildung 2-1, S.46). Dazu wird die 
sogenannte „Dot-Plot“-Darstellung, eine zweidimensionale Darstellung  zweier  Parameter, 
verwendet. Jede  Zelle  wird  entsprechend  ihrer  Werte  für Parameter  1  (X-Achse)  und  
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Parameter  2  (Y-Achse)  zwischen X- und Y-Achse als Punkt eingetragen. Auf diesem soge-
nannten „Dot-Plot“ lassen sich Flächen (Gates) für die Sortierung markieren.  Die betreffen-
den Zellen werden dann von der Elektronik abgelenkt. Nach der Messung wird der Flüssig-
keitsstrom durch Vibration in kleine Tropfen getrennt. Dabei werden die Zellen in einzelne 
Tröpfchen verpackt. Soll eine Zelle isoliert werden, wird das Tröpfchen kurz vor dem Abrei-
ßen vom Strahl mit einer elektrischen Ladung versehen. Es durchfliegt ein elektrostatisches 
Feld, das von zwei  geladenen  Metallplatten  erzeugt  wird,  und  wird  in  Richtung des Auf-
fangröhrchens abgelenkt. 
 
Abbildung 2-1│ Schematische  Darstellung  der  Apparatur  für  die  fluoreszenzaktivierte Zellsortierung 
(FACS). Die  zum Teil mit  fluoreszierenden Antikörpern markierte Zellsuspension wird mit Druckluft durch  
eine  Düse  gepresst,  gleichzeitig  wird  eine  Trägerflüssigkeit  zugeführt.  Unterhalb  der Düsenöffnug  trifft  
der  Flüssigkeitsstrahl  auf  einen  fokussierten  Laserstrahl.  Die  den Laserstrahl  passierenden  Zellen  streuen 
das  Laserlicht,  die  markierten  Zellen  emittieren zusätzlich  Fluoreszenzlicht.  In  Richtung des  Laserstrahls  
wird das  Vorwärtsstreulicht gemessen,  im  rechten Winkel das Seitwärtsstreulicht und die Floreszenzen. Am 
Abrisspunkt bricht der Flüssigkeitsstrahl in Tröpfchen auf, die  während des Abreißens mit elektrischer Ladung 
versehen werden, indem kurzfristig der gesamte Flüssigkeitsstrahl  aufgeladen wird. Geladene Tröpfchen mit 
den gewünschten Zellen werden beim  Durchfliegen des  elektrischen  Feldes  zwischen den geladenen  Ablenk-
platten  in die jeweiligen Auffangröhrchen abgelenkt. 
2.4.10.1.1 Probenvorbereitung  
Für die Sortierung einzelner Zelltypen aus der Milz und den Lymphknoten (CD4+, CD8+, 
CD11b+) werden zunächst Zellsuspensionen hergestellt. Dazu werden die Organe mit dem 
Stempel einer Spritze zerkleinert und über einen BD-Filter (cell-strainer, 100 µm) filtriert. Die 
Zellsuspension wird gewaschen, in FACS-Puffer aufgenommen und mit entsprechenden fluo-
reszenzgekoppelten Antikörpern markiert und mit dem FACS-Aria sortiert.  
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Monoklonale Antikörper (BD) 
• CD8-PE/-FITC  1:200 
• CD4-APC/-FITC  1:200 
• CD3-APC-Cy7/-FITC 1:100 
• CD11b-PE-Cy5  1:400 
2.4.10.2 Intrazelluläre Färbung von Zytokinen  
Für die intrazelluläre Zytokinfärbung wurde das „Cytofix/Cytoperm Fixation and Permeabili-
zation Kit“ (#554714) von Becton Dickinson verwendet.  
Stimulation 
Nach der Isolation der Zellen aus der Milz wurde die Zellzahl auf 1 x 106 c/ml eingestellt und 
jeweils 1 ml/well in eine 24-Lochplatte pipettiert. Die Zellstimulation erfolgte mit 750 ng/ml 
Ionomycin und 20 ng/ml PMA. Die pH-Wert-Einstellung (Ziel: 7,0-7,4) erfolgte durch die 
Zugabe von 10 µl/ml Hepes-Puffer. Die Zellen wurden 6 Stunden bei 37°C und 5% CO2 inku-
biert. Nach 2 Stunden wurden 10 µg Brefeldin-A pro Loch zugegeben. Damit wurde der 
Transport der Zytokine aus der Zelle verhindert. 
Blockierung der Fc-Rezeptoren 
Um eine nicht-spezifische Immunfluoreszenzfärbung zu reduzieren wurden die Fc-
Rezeptoren blockiert. Dazu wurden die Zellen zunächst pelletiert, in Färbepuffer resuspen-
diert und gezählt. Die Blockierung erfolgte mit 1 µg BD-Fc-Block Reagenz pro 1 x 106 Zellen 
in 100 µl Färbepuffer für 15 Minuten bei 4°C. Die Zellen wurden anschließend gewaschen 
und mit den Zelloberflächen-Antigenen gefärbt.  
Färbung der Zelloberflächen-Antigene  
Zu den vorpipettierten Antikörpern gegen die Oberflächenantigene (hier: CD4 und CD8; ver-
dünnt in 50 µl Färbepuffer pro 1 x 106 Zellen) wurden pro Röhrchen 100 µl der Zellsuspensi-
on gegeben und die Zellen bei 4°C im Dunkeln für 30 Minuten inkubiert. Anschließend wur-
den die Zellen zweimal mit je 250 µl Färbepuffer gewaschen und durch Zentrifugation (250 x 
g) pelletiert.  
Fixierung und Permeabilisierung 
Die Zellen wurden in 100 µl Fixierungs-/Permeabilisierungslösung pro Loch einer Mikroti-
terplatte resuspendiert und 20 Minuten bei 4°C inkubiert. Anschließend werden die Zellen 
einmal mit BD-Perm/WashTM Puffer (250 µl/Loch einer Mikrotiterplatte) gewaschen und pel-
letiert.  
Färbung der intrazellulären Zytokine  
Die Zellen wurden in 50 µl BD-Perm/WashTM Puffer aufgenommen, der den entsprechenden 
Fluorochrom-konjugierten Anti-Zytokin-Antikörper enthält und 30 Minuten bei 4°C im Dun-
keln inkubiert. Die Zellen wurden zweimal mit 1x BD-Perm/WashTM Puffer (250 µl/Loch) 
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gewaschen, in Färbepuffer aufgenommen und mittels einem Durchflusszytometer (FACS-
Calibur) analysiert.  
Reagenzien:  
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA), Sigma 
Ionomycin, Calcium Salt, Streptomyces conglobatus, MW 747.1, Calbiochem 
Färbepuffer: PBS ohne Mg2+ und Ca2+; 1% hitze-inaktiviertes FCS; 0,09 % (w/v) Natrium-
azid, pH 7,4-7,6; sterilfiltriert; Lagerung bei 4°C 
Zytokin-Antikörper (BD):  
IFNγ:  PacBlue 1:80 
TNFα:  PE  1:80 
IL-10:  Ax700  1:80 
2.5 Lentiviren 
Die Lentiviren gehören zur Familie der Retroviren, wobei der bekannteste Vertreter wohl das 
humane Immundefizienz-Virus Typ1 (HIV-1) ist, das die schwere Immunschwächekrankheit 
AIDS auslöst. Die Retroviren sind Viren, deren Genom aus zwei Kopien einzelsträngiger 
RNA besteht, das bei ihrer Vermehrung im Wirt in doppelsträngige DNA umgeschrieben wird 
– entgegen dem Zentralen Dogma der Molekulargenetik (Coffin, 1996). Dieser Vorgang wird 
durch ein spezielles Enzym, die reverse Transkriptase (RNA-abhängige DNA-Polymerase) 
katalysiert. Das Genom des Virus, das dann als dsDNA vorliegt, wird durch ein spezielles 
Virusenzym, die Integrase, in das Wirtsgenom integriert. Die Virusgene werden zusammen 
mit denen des Wirts abgelesen und mit Hilfe der Maschinerie der Wirtszelle transkribiert und 
translatiert. Die entstehenden Virusproteine werden zur Zellmembran transportiert und zu 
infektiösen Viruspartikeln zusammengebaut, die dann durch Knospung von der Wirtszelle 
freigesetzt werden (Schweizer, et al., 2001). Lentiviren können sowohl sich teilende als auch 
ruhende Zellen infizieren, was sie für den Gentransfer in Zellen und für gentherapeutische 
Zwecke besonders interessant macht (Lewis, et al., 1994; Bukrinsky, et al., 1993). 
2.5.1 Retroviraler Gentransfer 
Retroviren werden für den Transfer von Fremdgenen in Zielzellen eingesetzt. Das retrovirale 
Genom besteht aus drei Genbereichen: gag (group-specific antigen), pol (polymerase) und 
env (envelope), wobei gag den Proteinmantel, pol die viralen Enzyme und env das Hüllprotein 
kodiert. Weitere wichtige Elemente des retroviralen Genoms sind die als LTRs (long terminal 
repeats) bezeichneten Nukleinsäurebereiche, die das Überschreiben (Transkription) des retro-
viralen Genoms regulieren, und ein Verpackungssignal ψ, das dafür sorgt, dass das retrovirale 
Genom in einen Proteinmantel eingehüllt wird. Um retrovirale Vektoren herzustellen, wird 
das Genom der Retroviren zunächst in drei Teile zerlegt: Zwei davon sind Verpackungskons-
trukte, die die retroviralen Proteine gag, pol und env kodieren, wobei gag/pol von einem 
Plasmid und env von einem anderen Plasmid kodiert werden. Der dritte Teil ist das Transfer-
konstrukt, das aus den das Konstrukt flankierenden LTRs, dem Verpackungssignal und dem 
zu transferierenden Fremdgen besteht. Alle drei Teile des retroviralen Genoms werden über 
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eine transiente Dreifach-Cotransfektion in eine Zelllinie übertragen. Die Verpackungskons-
trukte produzieren alle viralen Proteine, wobei die Gene selber aber nicht in einen Protein-
mantel eingebaut werden können, da in diesen Konstrukten ein Verpackungssignal fehlt. Da-
gegen wird das ein Verpackungssignal besitzende Transferkonstrukt in einen Proteinmantel 
verpackt und mit dem Hüllprotein versehen. Die so entstehenden Vektorpartikel werden von 
der Verpackungszelllinie in den Zellkulturüberstand sekretiert und können geerntet und gerei-
nigt werden. Bei der Infektion von Zielzellen mit den Vektorpartikeln wird das RNA-Genom 
des Vektors übertragen, welches nur das Fremdgen, aber keine viralen Gene enthält. Die Vek-
tor-RNA wird in das Genom der Zielzelle integriert, und das Fremdgen kann dann exprimiert 
werden (Luciw, 1996 ; Miller, 1997; Schweizer, et al., 2001; Palu, et al., 2000; Vigna, et al., 
2000). Die Herstellung von retroviralen Vektoren mit Hilfe einer Verpackungszelle ist in Ab-
bildung 2-2 dargestellt.  
 
Abbildung 2-2│Herstellung rekombinanter Retroviren (retrovirale Vektoren) mit Hilfe von Verpackungszellen. 
Virale Gene mit nicht-retroviralen Promotoren werden stabil in die eine Verpackungszelllinie integriert und 
zusammen mit den Genen des Wirts abgelesen. Mit Hilfe der Maschinerie der Wirtszelle zur Transkription und 
Translation werden virale Strukturproteine und Enzyme hergestellt. Wird gleichzeitig ein retroviraler Vektor mit 
dem Zielgen in die Zelle transfiziert, kann die Vektor-RNA zusammen mit den Virusproteinen an der Zellmemb-
ran zu infektiösen Viruspartikeln zusammengebaut werden. Diese werden dann in das Kulturmedium sezerniert 
und können für die Infektion von Zellen genutzt werden, wobei das Zielgen dann in den infizierten Zellen pro-
duziert wird (Schweizer, et al., 2001).  
2.5.2 Regulation der Transgenexpression: Das Tet-System 
Das Tet-Expressions-System (Gossen, et al., 1992) ermöglicht, die Expression eines Trans-
gens genau zu kontrollieren, indem diese gezielt an- und ausgeschaltet werden kann. Dabei 
werden prokaryotische Regulationseinheiten aus E. coli zur regulierten Genexpression in eu-
karyotischen Zellen eingesetzt. Der Promotor basiert auf regulatorischen Elementen des Tn-
10-spezifischen Tetrazyklin-Resistenz-Operons (tetO) von E. coli, die mit einem minimalen 
eukaryotischen Promotor, dem immediate early Cytomegalovirus (CMV)-Promotor, ligiert 
wurden. Zur Transkription ist die Bindung eines koexprimierten chimären Transaktivators 
(rTA) erforderlich, der aus der Tetracyclin-Repressor-Domäne (tetR) von E. coli zur Anbin-




   50 
dung an den Promotor und der viralen Transkriptionsaktivator-Domäne VP16 des Herpes 
Simplex Viruses zur Aktivierung der Expression besteht (Chernajovsky, et al., 2004; Toniatti, 
et al., 2004). 
 
Abbildung 2-3│rtTA/tTS basiertes Tet-On System. tTS besteht aus TetR, das mit einer KRAB Repressordomäne 
fusioniert wurde. In der Abwesenheit von Dox bindet und reprimiert tTS den Zielpromotor. Bei Zusatz von Dox 
wird tTS von der DNA freigesetzt, während rtTA an die DNA binden und den Promotor aktivieren kann, so dass 
eine Expression des Transgens erfolgt (Quelle verändert nach Toniatti, et al., 2004). 
In der Originalversion dieses Systems wird durch die Zugabe von Tetrazyklin (tet) die Bin-
dung des rTA an den Promotor und so die transkriptionelle Aktivierung reprimiert. Das Sys-
tem wird als tet–off bezeichnet. In einer anderen Variante, dem tet-on System, das auf einer 
mutierten tetR-Sequenz basiert, wird der Transaktivator durch die Zugabe von tet aktiviert 
und erlangt die Fähigkeit, an den Promotor zu binden und die Transkription zu starten. Da 
dieses Transaktivatormolekül revers zum originalen rTA agiert, wird es als reverser Transak-
tivator (rtTA) bezeichnet (Chernajovsky, et al., 2004; Toniatti, et al., 2004).  Anstelle des Tet-
razyklins kann auch sein wirksameres Homolog Doxyzyklin (Dox) verwendet werden. Dieses 
bindet mit einer höheren Affinität als Tetrazyklin sowohl an tTA als auch an rtTA und kann in 
geringeren Konzentrationen eingesetzt werden.  
In einer in diesen Versuchen verwendeten, erweiterten Variante des Tet-on Systems wird eine 
noch stringentere Kontrolle der Expression des eingebrachten Transgens durch einen Dox-
abhängigen Silencer (rTS) erreicht. rTS besteht aus einer KRAB (Krüppel-Associated Box)- 
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Repressordomäne, die mit dem wt TetR fusioniert ist. Wird rTS mit rtTA coexprimiert, so 
bindet rTS in Abwesenheit von Dox an TetO, wodurch die basale Transkription des Trans-
gens verhindert wird. Wird jedoch Dox zugegeben, so bindet dieses sowohl an rTS als auch 
an rtTA. Beide werden durch die Bindung von Dox allosterisch verändert, wobei rTS von der 
TetO-Bindungsstelle abgelöst wird, während rtTA an diese bindet und die Transkription des 
Transgens aktiviert wird. 
2.5.3 Lösungen und Medien 
Doxyzyklin:   1 mg/ml in dest. H2O; sterilfiltriert (Calbiochem) 
2x HBS:  0,28 M NaCl; 0,05 M HEPES-Säure; 1,5 mM Na2HPO4; pH 7,05; steril 
filtriert 
Polybrene:   8 mg/ml in dest. H2O, steril filtriert (Sigma) 
HEPES:   1 M (238,3 g/L), steril filtriert 
CaCl2:   2,5 M, steril filtriert 
DMEM++  88 % (v/v) DMEM; 1 % (v/v) Pen/Strep-Lösung (100fach); 1 % (v/v) 
Glutamin-Lösung (100fach); 10 % (v/v) FCS 
DMEM++/Polybrene: 8 µg/ml Polybrene (8 mg/ml) in DMEM++ 
DMEM++/Dox:  1 µg/ml Doxycyclin (1 mg/ml) in DMEM++ 
2.5.4 Herstellung von Lentiviren 
Die Herstellung der Lentiviren erfolgt über die Calciumphosphat (CaPO4)-Transfektion von 
HEK-293T Zellen. Es werden 1x107 HEK-293T Zellen in einer TC-Schale (142 cm²) gleich-
mäßig in 30 ml Medium (DMEM 10% ++) ausgesät und über Nacht im Brutschrank inku-
biert. Die CaPO4 Transfektion erfolgt am Vormittag des nächsten Tages. Zu einem DNA Ge-
misch aus den beiden Helferplasmiden pCMV∆R 8.2 (50 µg/Transfektion) und pMD-
GVSVG (12,5 µg/Transfektion) und dem Zielplasmid (50 µg/ Transfektion) werden 280 µl 
CaCl2 (2,5 M) gegeben und mit destilliertem Wasser auf 1.400 µl Gesamtvolumen aufgefüllt. 
Dieses Gemisch wird langsam zu 1.400 µl HBS-Puffer getropft, 3-5 Sekunden gevortext und 
30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Dabei bildet sich ein feines Präzipitat aus Calciumphosphat 
und DNA, welches dann auf die Zellen gegeben wird, die die Kristalle dann über Endozytose 
aufnehmen. Die Zellen werden 15-20 Minuten unter Schwenken bei Raumtemperatur inku-
biert. Anschließend werden 20 ml Medium zu jeder Schale gegeben. Nach 24 Stunden wird 
das alte Medium abgenommen und 15 ml neues Medium, das 10 mM HEPES-Puffer enthält, 
auf die Zellen gegeben. Die erste Virusernte erfolgt 48 Stunden nach der Transfektion. Dazu 
werden die 15 ml Medium von den Zellen abgenommen und mit einer 0,45 µm Filtriereinheit 
(Sartorius) filtriert, wodurch Zellrückstände abgetrennt werden. Die Viruslösung wird über 
Nacht bei 4°C gelagert und die Zellen mit 15 ml frischem, HEPES-haltigem Medium ver-
sorgt. Am nächsten Tag erfolgt die zweite Virusernte (72 Stunden nach der Transfektion), 
wobei erneut das Medium von den Zellen abgenommen und filtriert wird. Die TC-Schale mit 
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den Zellen wird entsorgt. Die geernteten Viruslösungen werden 1:1 gemischt und bei -70°C 
bis zur weiteren Verwendung gelagert. 
2.5.5 Titerbestimmung 
Für die Titerbestimmung werden 10 µl des Virusüberstandes mit 50 µl Trizol gemischt. Die 
RNA wird wie in 2.1.1 beschrieben isoliert, wobei die Volumina entsprechend angepasst wer-
den. Das RNA-Pellet wird in 11,6 µl 0,1% igem DEPC-Wasser aufgenommen und 10 Minu-
ten bei 58°C inkubiert. Anschließend erfolgt die cDNA-Synthese (2.1.2, S.30), wobei statt des 
Oligo dT12-18 – Primers ein vektorspezifischer Primer (Vektor = pLOX, Primer = pLOX rever-
se Primer) eingesetzt wird. Es wird eine RT-PCR durchgeführt, wobei als Template-DNA 
verschiedene cDNA-Verdünnungen (pur, 1:10 bis 1:10-5) und Verdünnungen des eingebrach-
ten Vektorkonstruktes mit dem „gene of interest“ (1 pg bis 10 ng) eingesetzt werden. Durch 
den Vergleich der Bandenintensitäten von den c-DNA-Verdünnungen mit denen der Vektor-
verdünnungen kann die Menge an Vektor-DNA, die sich in der aus dem Virusüberstand ge-
reinigten cDNA befindet, abgeschätzt werden. Mit Hilfe der Avogado-Konstante (6,023 x 
1023) kann dann die Anzahl der Viruspartikel, die sich in dem Virusüberstand befinden, aus-
gerechnet werden. Es ist wichtig, die Anzahl der infektiösen Partikel pro Milliliter zu kennen, 
um bei der späteren Infektion von Zellen eine bestimmte Anzahl von infektiösen Partikeln pro 
Zielzelle (MOI – multiplicity of infection) einsetzen zu können. 
2.5.6 Infektion von C3H10T½ – Zellen  
C3H10T½-Zellen werden  einen Tag nach der Aussaat mit Lentiviren infiziert. Dabei erfolgt 
eine Co-Infektion mit dem MIK-Lentivirus (1:10 Verdünnung) und dem Lentivirus, der das 
Transgen enthält (1:5 Verdünnung). Durch den MIK-LV [rtTA2S-M2 (Transaktivator), IRES 
(internal ribosomal entry site) und KRAB (Repressor)] wird eine Regulation der Transgenex-
pression über das in 2.5.2 beschriebene Tet-On System ermöglicht. Für die Infektion werden 
die Viren zunächst in einer entsprechenden Menge DMEM++-Medium, das 8 µg/ml Polybrene 
enthält, verdünnt. Das Polybrene (1,5-dimethyl-1,5-diazaundecamethylene) ist ein positiv 
geladenes Polymer, welches an die Oberfläche von Zellen bindet und deren Ladung neutrali-
siert. Dadurch können die viralen Glykoproteine leichter an entsprechende Rezeptoren der 
Zelloberfläche binden, und die Effizienz der retroviralen Infektion wird erheblich gesteigert 
(in manchen Zellen um das 100 - 1000fache). Das Medium mit den Viren wird dann auf die 
Zellen gegeben, 1 Stunde bei Raumtemperatur geschüttelt und dann im Brutschrank inkubiert. 
In manchen Fällen ist eine zweite Infektion nötig um eine gute Transgenexpression zu ge-
währleisten. Diese wird am Tag nach der ersten Infektion mit den gleichen Virusverdünnun-
gen durchgeführt. 4-5 Stunden nach der 2. Infektion (bzw. bei einer Einfachinfektion 24 
Stunden später) erfolgt ein Medienwechsel mit DMEM++/Dox. 24-48 Stunden nach Dox-Gabe 
kann eine Transgenexpression nachgewiesen werden. Diese kann entweder visuell verfolgt 
werden, wenn es sich um ein fluoreszierendes Protein handelt oder die Expression wird mit 
Hilfe von Western Blot-Analysen (2.3.5, S.38) nachgewiesen.  
Lentiviren werden stabil ins Genom der Zielzellen integriert, so dass mittels Subklonierung 
eine Zelllinie mit stabiler Transgenexpression erzeugt werden kann.  
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2.6 Kollagen-induzierte Arthritis (CIA) 
Als Mausmodell für die rheumatoide Arthritis wurde das Kollagen-induzierte Arthritismodell 
verwendet (1.3, S.17), da es das am häufigsten verwendete Modell zur Untersuchung der Pa-
thogenese der RA sowie zur Identifikation und zum Test neuer therapeutischer Ziele ist. Obg-
leich es einige, genetisch geeignete Mausstämme für die Induktion der CIA gibt (Tabelle 2-1, 
S.53), werden am häufigsten DBA/1- und B10.Q (H-2q Stämme)- bzw. B10.RIII (H-2r)- Mäu-
se verwendet. Im Verlauf dieser Studie wurden männliche DBA/1 Mäuse verwendet. Diese 
haben den Haplotyp H-2q, der mit einer erhöhten Anfälligkeit für Arthritis in Verbindung 
steht (Brunsberg, et al., 1994). Die Mäuse wurden von Harlan, Gannat (Frankreich) bezogen 
und hatten zum Zeitpunkt der Immunisierung ein Alter von 8-9 Wochen.  Die Haltung der 
Tiere erfolgte gemäß den gesetzlichen Richtlinien. Die Mäuse erhielten Futter und Wasser ad 
libitum.   
Tabelle 2-1 │Prädisposition verschiedener Mausstämme für CIA 
Quelle verändert nach Brand, et al., 2007 
Stamm Klasse II Haplotyp Arthritis Inzidenz 
(%) 





























2.6.1 Immunisierung mit bovinem Kollagen II  
Zur Induktion der Arthritis werden die DBA/1-Mäuse mit heterologem Kollagen II aus dem 
Rind (bCII) immunisiert.  Das Kollagen (Ref. IMBII-lyo (MD-Bioscience)) wird in 0,05 M 
Essigsäure gelöst mit einer Endkonzentration von 2 mg/ml und über Nacht bei 4°C auf einem 
Drehrad inkubiert. Die Kollagenlösung wird mit dem gleichen Volumen an komplettem 
Freud’schem Adjuvanz (CFA) zu einer Emulsion verbunden, die eine weiße Färbung und eine 
zähflüssige Konsistenz hat. Dabei sollte die Emulsion bis zur Injektion stets kühl gehalten 
werden. Die komplette Freud’sche Adjuvanz enthält Hitze-inaktivierte Mykobakterien, die für 
die Stimulation der Entzündungsantwort, welche dann eine Immunantwort gegen CII initiiert, 
notwendig sind (Brand, et al., 2007).  
Für die Injektionen werden die Mäuse leicht mit Isofluran anästhesiert. Die Immunisierung 
erfolgt durch subkutane Injektion von je 50 µl  (50 µg) der bCII-Emulsion, rechts und links 
über der Schwanzbasis.  
21 Tage nach der ersten Immunisierung wird eine zweite Immunisierung („Boost“) vorge-
nommen, wobei das bCII mit inkomplettem Freud’schem Adjuvanz (IFA) zu einer Emulsion 
vermischt wird und ebenfalls 100 µg pro Maus subkutan injiziert werden. Dies soll eine mög-
lichst hohe Inzidenz der Arthritis gewährleisten.  
Klinische Anzeichen für eine Arthritis (Schwellung und Rötung der Pfoten) können üblicher-
weise 2 bis 3 Wochen nach der ersten Immunisierung festgestellt werden. Zu diesem Zeit-
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punkt werden die Mäuse in Gruppen für die nachfolgenden Versuche eingeteilt,  sodass die 
Versuchsgruppen untereinander weitestgehend homogen, d.h. vergleichbar sind, was die Aus-
prägung der Arthritis betrifft. Um alle Tiere individuell beurteilen und den Verlauf der Arthri-
tis dokumentieren zu können, werden die Tiere durch eine farbliche Markierung am Schwanz 
gekennzeichnet. 
2.6.2 Beurteilung der Arthritis bei Mäusen 
Die An- bzw. Abwesenheit von Arthritis bei Mäusen ist relativ leicht festzustellen. Es können 
alle vier Pfoten betroffen sein, wobei sich die Entzündung am Höhepunkt der Arthritis (ca. 6 
Wochen nach der ersten Immunisierung) vom Fußgelenk bis in alle Finger ausdehnt und 
durch eine starke Schwellung und Rötung (Erythem) charakterisiert ist. Um den Verlauf und 
Schweregrad der Arthritis während des Experiments zu verfolgen, wird dreimal pro Woche 
jede Pfote untersucht. Dabei wird die Schwellung der Hinterpfoten mit einem Mikrometer 
(Mitutoyo micrometer, Sigma Aldrich) gemessen, wobei das Gelenk ab einem Wert von 2,1 
mm als arthritisch betrachtet wird. Weiterhin wird der Schweregrad der Entzündung visuell 
für alle vier Pfoten bewertet, wobei ein weit verbreitetes Punktesystem von 0 bis 4 verwendet 
wird (Tabelle 2-2, S.54).  
 
Tabelle 2-2│Visuelles Punktesystem zur Bewertung der Ausprägung von Arthritis in CIA-Modellen bei Nagetie-
ren  
Schweregrad der Arthritis Pathologie 
0 Keine Erythemie und Schwellung  
1 Erythemie und leichte Schwellung begrenzt auf den 
Mittelfuß (tarsal) oder das Fußgelenk 
2 Erythemie und leichte Schwellung, die sich vom 
Fußgelenk zum Mittelfuß ausdehnt  
3 Erythemie und mäßige Schwellung, die sich vom 
Fußgelenk zu den Mittelfußknochen ausdehnt  
4 Rötung und starke Schwellung, die das Fußgelenk, 
den Fuß und die Zehen umfasst  
Quelle: Rosloniec, et al., 1996 
 
 
Abbildung 2-4│Arthritische Hinter- und Vorderpfoten von Kollagen II-immunisierten Mäusen. (a-c) Arthritische 
Hinterpfoten mit den Schweregraden 4 (a), 3 (b) und 2 (c). Die Bilder zeigen deutlich, wie sich die Entzündung 
mit Voranschreiten der Arthritis bis zu den Gliedmaßen ausbreitet. (d-e) Arthritische Vorderpfoten mit den 
Schweregraden 4 (d) und 3 (e) (Brand, et al., 2007).  
Neben der Beurteilung der Pfotenschwellung wird einmal pro Woche eine Blutprobe durch 
retrobulbäre Punktierung genommen bzw. nach Euthanasie vom Herzen. Die Blutproben wer-
den mit Heparin (100-200 µl) gemischt, 8 Minuten bei 4°C und 8.000 rpm zentrifugiert und 
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das Serum abgenommen und eingefroren. Die Seren werden nach Ende des Versuchs  auf 
Entzündungsfaktoren wie Zytokine mittels ELISA und Kollagen II-spezifischer IgG1/IgG2- 
Antworten untersucht (2.6.5, S. 56).  
2.6.3 Intravenöse Injektion von Lipoplex-siRNA Komplexen  
Nach der klinischen Manifestation der Arthritis in den Mäusen werden diese ein- bis dreimal 
pro Woche intravenös mit einem siRNA-Lipoplex Gemisch injiziert. Da die Behandlung nach 
dem Einsatz der Arthritis erfolgt handelt es sich um einen kurativen Versuchsansatz im Ge-
gensatz zu einem präventiven Ansatz, bei dem eine Applikation vor dem Ausbruch der Arthri-
tis erfolgt.  
2.6.3.1 Lipoplexierung von siRNA  
Um die siRNA (siRNA gegen murines TAK1 bzw. eine Kontroll siRNA (siCTR) wurden von 
Dharmacon Research bezogen) für die in vivo-Applikation zu stabilisieren und die Aufnahme 
in die Zellen zu gewährleisten, wird sie mit Liposomen und einer Carrier-DNA komplexiert. 
Das Liposom ist dabei für eine bessere Aufnahme der siRNA in die Zellen verantwortlich, 
wohingegen die Carrier-DNA zur Stabilisierung der siRNA verwendet wird. Bei dem Lipo-
som handelt es um ein RPR209120/DOPE-Gemisch, das wie zuvor beschrieben (Thompson, 
et al., 2005) hergestellt wurde. Die Lipoplexe werden bei Raumtemperatur für 30 Minuten 
gebildet (Frisch, et al., 2004).  Pro Maus werden 10 µg siRNA (in 37,5 µl mit einer Konzent-
ration von 20 µM) und 60 nmol Liposom (in 3 µl mit einer Konzentration von 20 nmol/µl) 
eingesetzt. Beide werden getrennt in dem gleichen Volumen 0,9 % Natrium-Chlorid verdünnt 
und 5 Minuten inkubiert. Zu der siRNA werden 10 µg Plasmid-DNA (pcDNA3, Endotoxin 
frei) gegeben, die dann 1:1 mit der Liposomlösung gemischt und 15 Minuten bei Raumtempe-
ratur inkubiert wird, so dass sich die Lipoplexe formen können. Diese Mischung wird den 
Mäusen dann intravenös appliziert.  
2.6.4 Euthanasie  
Zum Zeitpunkt der Euthanasie werden diverse Organe (Milz, Leber, Lymphknoten), die Pfo-
ten, die Knie und Blutproben vom Herzen für weitere Analysen genommen.  
2.6.4.1 Milzentnahme und Isolation der Splenozyten  
Nach der Präparation der Milz wird diese zunächst in PBS in einem Loch einer 6-Lochplatte 
gelagert. Optional wird 1/3 der Milz abgeschnitten und in TriReagenz® für Protein- und 
RNA-Analysen bis zur Aufarbeitung (2.1.1, S.30 und 2.3.2, S.36) eingefroren. Der Rest der 
Milz wird mit der Rückseite des Stempels einer 5 ml-Spritze in PBS zerkleinert, bis nur noch 
die leere Hülle der Milz zurück bleibt. Die Zellsuspension wird über ein Zellsieb (cell strai-
ner, 100 µm, BD Falcon #352360) in ein 50 ml Falcon überführt, das Loch mit PBS gewa-
schen und das Volumen mit PBS auf 20 ml aufgefüllt. Zur Lyse der Erythrozyten werden     
20 ml ACK-Lysepuffer (8,29 g NH4Cl, 200 µl EDTA (Disodiumsalz oder 0,037 g), 1 g 
KHCO3) zugegeben und die Suspension gemischt. Die Zellsuspension wird 5 Minuten bei 
1.200 rpm und 4°C zentrifugiert, das Pellet einmal mit 20 ml PBS gewaschen und nach erneu-
ter Zentrifugation in 5 ml RPMI (ohne Zusätze) aufgenommen. Nach Bestimmung der Zell-
zahl mittels einer Neubauer Zählkammer werden die Proben auf eine Zellzahl von 8x106 c/ml 
eingestellt und für weitere Untersuchungen, wie die Analyse verschiedener pro- und anti-
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inflammatorischer Zytokine mittels ELISA und einem Proliferationstest (2.6.5, S.56), ausge-
sät.  
2.6.4.2 Entnahme der Lymphknoten  
Die Lymphknoten an den Knien (draining lymph nodes, DLN) werden ebenfalls präpariert 
und anschließend in PBS gelagert. Hier werden aufgrund der geringeren Zellzahl, die aus ei-
nem Lymphknoten gewonnen werden kann, alle Lymphknoten einer Versuchsgruppe in ei-
nem Loch einer 6-Lochplatte vereinigt. Die Lymphknoten werden mit der Rückseite des 
Stempels einer 2 ml-Spritze zerkleinert, sodass die Zellen freigesetzt werden. Die Zellsuspen-
sion wird anschließend genauso behandelt wie die Splenozyten (2.6.4.1, S.55) und nach Zell-
zahlbestimmung für den Proliferationstest und die Analyse pro- und anti-inflammatorischer 
Zytokine mittels ELISA (2.6.5, S.56) ausgesät.  
2.6.4.3 Präparation der Knie und Pfoten  
Sowohl die Pfoten als auch die Knie der Mäuse werden präpariert. Nach Entfernung von 
Muskeln, Haut und Krallen werden die Pfoten über Nacht in 4 % Paraformaldehyd fixiert und 
anschließend in PBS für weitere Analysen gelagert. Die Knie werden in 48-Lochplatten, die 
200 µl RPMIfull pro Loch enthalten, überführt, die Überstände 24 Stunden später abgenom-
men und für die Messung von pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen mittels ELISA und 
IgG1/IgG2-Untersuchungen (2.6.5, S.56) verwendet. Bis zur Analyse werden die Überstände 
bei -20°C gelagert. Die Knie werden in PBS überführt und ebenfalls bei -20°C für spätere 
RNA und Proteinanalysen (2.1.1, S.30 und 2.3.2, S.36) gelagert.   
2.6.5 Zytokin und Anti-Kollagen II-Untersuchungen  
2.6.5.1 Kollagen II-spezifische IgG1- und IgG2-Antworten  
Die Produktion von Antikörpern gegen bovines Kollagen II (bCII) spiegelt die Anfälligkeit 
für Kollagen-induzierte Arthritis (CIA) wider und ist charakterisiert durch ein hohes 
IgG2a:IgG1-Verhältnis. Um Rückschlüsse auf den Verlauf der Arthritis bezüglich der Anti-
körperproduktion gegen bCII ziehen zu können, werden die IgG2a- und IgG1-Mengen mittels 
ELISA in den Seren, die einmal wöchentlich und am Tag der Euthanasie des Experiments 
genommen wurden (2.6.2, S.54), bestimmt.  
Dazu werden NUNC Maxisorb-Platten mit 5 µg/ml bCII Protein beschichtet (50 µl/well in 
PBS verdünnt). Die Platte wird über Nacht bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Am nächsten Tag 
wird die Platte 3x mit PBS gewaschen, mit 200 µl PBS/2 % BSA pro Loch für eine Stunde 
bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend 3x mit PBS/0,0 5% Tween-20 gewaschen. 
Für die Standardkurve werden Seren von unbehandelten, arthritischen Mäusen in den Ver-
dünnungen 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 und 1:1.600 verwendet. Für die Proben aus den 
Versuchstieren werden 1:100 und 1:200 Verdünnungen (Proben von Tag 15 bis Tag 27) bzw. 
1:200 und 1:400 Verdünnungen (Proben von Tag 28 bis zum Ende des Experiments) verwen-
det. Pro Loch werden je 50 µl der Standards und der Proben eingesetzt. Die Platte wird über 
Nacht bei 4°C oder 1 Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Anschließend wird 
3x mit PBS/0,05 % Tween-20 gewaschen und mit 50 µl des zu detektierenden Antikörpers 
IgG1 oder IgG2a (1:1000 in PBS) inkubiert. Nach 1 Stunde Inkubation bei Raumtemperatur 
wird 3x mit PBS/0,05 % Tween-20 und einmal mit PBS gewaschen. Für die Entwicklung 
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werden 50 µl Substratlösung pro Loch zugesetzt und bei Raumtemperatur inkubiert, bis sich 
eine Färbung einstellt. Die Messung erfolgt im ELISA-Reader bei 405 nm.  
IgG2a – Antikörper:  AKP-antimouse IgG2a, BD Bioscience #553389 
IgG1 – Antikörper:   AKP-antimouse IgG1, BD Bioscience #557272 
Glycin-Puffer (0,1 M; pH 10,4): 7,5 g Glycine; 0,203 g MgCl2*6H2O; 0,288 g ZnSO4; mit 
Wasser auf 1 L auffüllen und pH mit 1M NaOH einstel-
len 
Substratlösung: p-Nitrophenyl-Phosphat (PnPP, Sigma, #N2765) in Gly-
cin-Puffer (0,1M; pH=10,4) 
2.6.5.2 Proliferationsassay  
Für den Proliferationsassay werden die isolierten Splenozyten und Lymphozyten in 96-
Lochplatten mit 8.100 Zellen pro Loch ausgesät (100 µl der Zellsuspension). Dabei wurde 
dem Kulturmedium entweder Concanavalin A (Con A, 2 µg/ml) oder verschiedene Konzent-
rationen an bCII (0, 5, 10 oder 50 µg/ml) zugesetzt. Für jede Probe werden Dreifachbestim-
mungen durchgeführt. Concanavalin A dient dabei als Positivkontrolle für die Vitalität der T-
Zellen in Milz und Lymphknoten, da es in der Lage ist, T-Zellen, wahrscheinlich über den 
CD3-Komplex, zu stimulieren und damit zur Proliferation anzuregen. Die Immunantwort auf 
Con A sollte in allen isolierten Zellen gleich sein. Weiterhin soll durch die verschiedenen 
bCII-Konzentrationen getestet werden, ob durch die Anwesenheit von bCII die T-Zellen akti-
viert und damit zur Proliferation angeregt werden können. Diese sollte mit steigenden Kon-
zentrationen an bCII ebenfalls zunehmen.  
Um die Proliferation der Zellen aus Milz und Lymphknoten zu testen, wird ein Lumineszenz- 
basiertes Untersuchungssystem verwendet (CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay, 
Promega, #G7571). Dabei wird anhand der Quantifizierung des vorhandenen ATPs, welches 
ein Indikator für stoffwechselaktive Zellen ist, die Vitalität der Zellen getestet.  Für die Luzi-
ferase-Messung werden 24- und 48-Stunden nach der Aussaat 50 µl Zellsuspension in weiße 
96-Lochplatten überführt. In jedes Loch werden 50 µl der CellTiter-Glo®-Reagenz gegeben 
und für 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Durch das Reagenz werden die Zellen 
lysiert und es entsteht ein Lumineszenz-Signal, welches proportional zur vorhandenen ATP 
Menge ist.  Anschließend erfolgt die Messung der Luziferase-Aktivität mit einem Luminome-
ter.   
2.6.5.3 Quantifizierung verschiedener Zytokine mittels ELISA 
Die Sekretion verschiedener pro- und anti-inflammatorischer Zytokine wurde in den Medien-
überständen der Knie 24 und 48 Stunden nach der Euthanasie (2.6.4.3, S.56), in den Seren 
(2.6.2, S.54) und in den Überständen der kultivierten Lymphozyten und Splenozyten gemes-
sen. Letztere wurden dafür nach der Euthanasie und Isolation in 24-Lochplatten mit 2,4x106 
Zellen pro Loch (300 µl Zellsuspension) ausgesät. Dabei wurden sowohl die Splenozyten als 
auch die Lymphozyten entweder mit 1 µg/ml ConA, 50 µg/ml bCII oder ohne Zusätze in 2x 
RPMI kultiviert. Die Überstände wurden 24 Stunden später genommen und bis zur weiteren 
Verwendung beim ELISA eingefroren.  
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Eine 96-Lochplatte (Nunc Maxisorb Nr.446469) wird mit 100 µl Antikörperlösung (verdünnt 
in Bindungslösung, 1-4 µg/ml) für das entsprechende, nachzuweisende Zytokin versehen und 
über Nacht bei 4°C unter Schütteln inkubiert. Die Platten werden am nächsten Tag bei Raum-
temperatur äquilibriert und die Antikörperlösung wird entfernt. Um eine nicht-spezifische 
Bindung zu verhindern werden 200 µl Blockierungslösung pro Loch zugegeben und 1-2 
Stunden bei Raumtemperatur unter Schütteln inkubiert. Die Platten werden dann mindestens 
dreimal mit PBS/Tween gewaschen. Anschließend werden 100µl pro Loch der Proben und 
Standards (verdünnt in Blockierungslösung mit Tween) zugesetzt und die Platten werden 2-4 
Stunden bei Raumtemperatur unter Schütteln oder über Nacht bei 4°C inkubiert. Die Platten 
werden anschließend mindestens 4x mit PBS/Tween gewaschen. Der Biotinylierte-
Detektionsantikörper gegen das entsprechende Zytokin wird auf 0,5-2 µg/ml in Blockierungs-
lösung/Tween verdünnt und es werden 100 µl des verdünnten Antikörpers pro Loch zu den 
Proben pipettiert. Nach einer einstündigen Inkubation bei Raumtemperatur und unter Schüt-
teln werden die Platten mindestens 4x mit PBS/Tween gewaschen. Die Detektion erfolgt mit 
der Avidin-Meerrettich-Peroxidase (Av-HRP, #554058), welche zuvor in Blockierungslö-
sung/Tween verdünnt wurde, wobei 100 µl pro Loch zugegeben werden. Die Platten werden 
30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend mindestens 5x mit PBS/Tween 
gewaschen. Für die Substratlösung werden 100 µl 3 % H2O2 zu 11 ml Substrat (ABTS) gege-
ben und 100 µl pro Loch zugesetzt. Die Platten werden bei Raumtemperatur inkubiert, bis 
sich eine Färbung einstellt (5-80 Minuten). Die OD wird für jedes Loch in einem ELISA Rea-
der bei 405 nm bestimmt.  
Lösungen 
Bindungslösung: 0,1 M Na HPO4, pH 9,0  oder pH 6,0, eingestellt mit 0,1 M NaH2PO4 
PBS-Lösung:  80,0 g NaCl, 11,6 g Na2HPO4 , 2,0 g KH2PO4 , 2,0 g KCl / 10 L; pH 7,0  
PBS/Tween:  0,5 ml Tween®-20 in 1 L PBS 
Blockierungspuffer: 10% FCS in PBS; filtriert  
Blockierungspuffer/Tween: 0,5 ml Tween®-20 in 1 L Blockierungslösung  
ABTS-Substrat: 150 mg 2,2‘-Azino-bis- (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (Sigma, 
#A-1888) werden zu 500 ml 0,1 M wasserfreier Zitronensäure (Fisher; 
#A-940) in destilliertem H20 gegeben; pH 4,35 mit NaOH. Die Lösung 
wird in 11 ml-Aliquots eingefroren; vor der Verwendung werden 100 µl 
3% H2O2 zugesetzt  
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3 Ergebnisse  
Die TGF-β-aktivierte Kinase 1 (TAK1) besitzt wie bereits erwähnt eine Schlüsselrolle bei der 
Weiterleitung inflammatorischer Signale und kann in verschiedenen Zelltypen durch Interleu-
kin-1 (IL-1), Tumor-Nekrose-Faktor α (TNFα) und Lipopolysaccharid (LPS) aktiviert wer-
den. Je nach Stimulus und Zelltyp werden verschiedene nachgeschaltete Signalwege durch 
das aktivierte TAK1 stimuliert, wie die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) p38, c- 
Jun N-terminale Kinasen (JNK) und extrazellulär regulierte Kinasen (ERK) sowie der Trans-
kriptionsfaktor Nuklear-Faktor-κ-B (NFκB). Diese regulieren ihrerseits die Transkription in-
flammatorischer Gene, unter anderem für Zytokine. Über die Inhibierung von TAK1 könnte 
die Weiterleitung der inflammatorischen Signale und damit die Zellantwort auf den inflamma-
torischen Stimulus eingeschränkt werden.  
Im ersten Teil der Arbeit wurde der Einfluss der Inhibierung bzw. Inaktivierung von TAK1 
auf die Zytokin-abhängige Aktivierung von MAP-Kinasen und NFκB in vitro untersucht. Da-
bei wurden zwei Strategien verfolgt: Zum einen wurde der Einfluss der Inhibierung von en-
dogenem TAK1 über eine TAK1-spezifische siRNA in einer murinen Makrophagenzelllinie 
untersucht, da Makrophagen ein zentrales Zellsystem der angeborenen Immunabwehr darstel-
len und durch die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen sowie Matrix-
abbauenden Proteasen eine wichtige Rolle bei der Entstehung und Aufrechterhaltung der In-
flammation als auch der Gewebedegradation in der rheumatoiden Arthritis spielen. Zum ande-
ren wurde der Einfluss der Überexpression einer Kinase-inaktiven, dominant-negativen Form 
von TAK1 in einer murinen, mesenchymalen Vorläuferzelllinie untersucht. Bei den mesen-
chymalen Zellen handelt es sich um ein in die Gewebebildung involviertes Zellsystem, das 
insbesondere an der Regeneration des beschädigten Knochen- und Knorpelgewebes im rheu-
matischen Gelenk beteiligt ist.  
Im zweiten Teil der Arbeit wurde dann in vivo geprüft, ob die Inhibierung der TAK1-
abhängigen Signalvermittlung den Verlauf und die Ausprägung der rheumatoiden Arthritis 
beein-flusst. Dazu wurde das weithin anerkannte Kollagen-induzierte Arthritismodell in der 
Maus gewählt, welches der humanen Erkrankung in Symptomen und Verlauf ähnlich ist.  
3.1 Einfluss der TAK1-Inhibition/Inaktivität auf die inflammato-
rische Signaltransduktion in vitro 
3.1.1 TAK1-Inaktivierung interferiert mit MAPK- und NFκB-Signalwegen 
in murinen mesenchymalen Progenitorzellen (C3H10T½)   
Um die Beeinflussung der Aktivierung von MAPK- und NFκB-Signalwegen in vitro zu unter-
suchen, wurde die murine mesenchymale Progenitorzelllinie C3H10T½ verwendet. Diese 
kann faktorabhängig in osteo-, chondro-, adipo- und tendogene Richtungen differenzieren 
(Wang, et al., 1993; Ahrens, et al., 1993). Mesenchymale Progenitorzellen sind im rheumatoi-
den Synovium vorhanden (De Bari, et al., 2001) und sie sind in normalem Knorpel in dessen 
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Reparatur und unter pathologischen Bedingungen wie der Arthritis in das Remodeling von 
Knorpel involviert. Zytokine wie IL-1 und TNFα, die in hohen Konzentrationen im rheuma-
toiden Synovium vorhanden sind, interferieren mit der chondrogenen Differenzierung der 
Progenitorzellen (Murakami, et al., 2000) und könnten dazu führen, dass diese nicht mehr in 
der Lage sind, auf die entstehenden Knorpeldefekte zu reagieren (Alsalameh, et al., 2004). 
Eine Inhibierung der Signalweiterleitung der IL-1- und TNFα-Stimuli durch die Inaktivierung 
bzw. Inhibierung von TAK1 könnte so die Differenzierungseigenschaften wiederherstellen, 
zumal in früheren Studien schon gezeigt werden konnte, dass die Expression einer dominant-
negativen Form von TAK1 (dnTAK1) in mesenchymalen Progenitorzellen mit einer gestei-
gerten BMP2-induzierten Osteogenese einhergeht, während die Wildtyp-Form von TAK1 
(wtTAK1) diese inhibiert (Hoffmann, et al., 2005).  
Um den Einfluss der Inaktivierung von TAK1 auf die Zytokin-induzierte Aktivierung von 
MAPK-Signalwegen in den C3H10T½-Zellen zu untersuchen, wurden die Zellen Lentiviren 
für dominant-negatives TAK1 oder als Kontrolle mit GFP (‚green fluorescent protein‘) infi-
ziert und die Genexpression durch Zugabe von Doxyzyklin zum Kulturmedium aktiviert (vgl. 
2.5.2, S.49). Die infizierten und dominant-negatives TAK1 bzw. GFP-exprimierenden Zellen 
wurden anschließend unterschiedlich lange mit IL-1 stimuliert. Die Aktivierung der MAPK- 
Signalwege wurde mittels Western Blot analysiert, die Ergebnisse sind in Abbildung 3-1 dar-
gestellt.  
 
Abbildung 3-1│ Einfluss der Inaktivität von TAK1 auf IL-1- induziertes MAPK-Signaling in murinen mesenchy-
malen Vorläuferzellen (C3H10T½). C3H10T½-Zellen wurden mit dominant-negativem TAK1 (dnTAK1) bzw. 
GFP-Lentiviren infiziert und unterschiedlich lange mit IL-1 stimuliert. Nach Verifikation der Genexpression von 
dnTAK und GFP (oben links) wurde der Einfluss auf die MAPK-Signalwege untersucht. Links sind die phos-
phorylierten, aktivierten Kinasen JNK, p38 und ERK und  rechts die jeweiligen Gesamtkinasen dargestellt.   
Die Expression sowohl von dnTAK als auch von GFP konnte in den Zellextrakten der infi-
zierten und anschließend stimulierten C3H10T½-Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 3-
1, links oben). Die gleichmäßige Expression der Gesamtkinasen von p38, ERK und JNK zeigt 
eine vergleichbare Proteinbeladung der einzelnen Proben an (Abbildung 3-1, rechts). Durch 
die Stimulation mit IL-1 (20 ng/ml) kommt es in den GFP infizierten Kontrollzellen bereits 
nach 5 Minuten zu einer transienten Phosphorylierung und damit Aktivierung von JNK und 
p38, die 30 Minuten anhält, während ERK nur unwesentlich aktiviert wird. In Anwesenheit 
von dnTAK wird die Phosphorylierung sowohl von JNK als auch von p38 inhibiert. TAK1 ist 
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also in die IL-1 abhängige Aktivierung von p38 und JNK in C3H10T½ Zellen involviert 
(Abbildung 3-1, links).   
Im NFκB-Signalweg wird NFκB durch inhibitorische-κ-B-Proteine (IκB) im Zytoplasma der 
Zellen inaktiv gehalten. Nach einem inflammatorischen Stimulus werden die IκB-Proteine 
phosphoryliert und damit für die Degradation markiert. NFκB wird freigegeben und wandert 
in den Zellkern, um die Transkription NFκB-abhängiger, u.a. inflammatorischer Gene, zu 
aktivieren. TAK1 ist dabei in die Vermittlung von NFκB-Signalwegen involviert. Um dies in 
C3H10T½ Zellen zu testen, wurden erneut GFP- und dnTAK-infizierte Zellen unterschiedlich 
lange mit IL-1 stimuliert. Kurz nach der Stimulation wird IκB (inhibitorisches-κ-B Protein) in 
den GFP-exprimierenden Kontrollzellen phosphoryliert (Abbildung 3-2, links unten) und da-
mit für die Degradation markiert, die bereits 5 Minuten nach der Stimulation einsetzt 
(Abbildung 3-2, links oben). Nach fast vollständiger Degradation von IκB nach 30 minütiger 
Stimulation wird es nach 60 Minuten wieder stabilisiert und ist erneut im Blot nachweisbar. In 
den dnTAK1 exprimierenden Zellen hingegen findet keine IL-1-induzierte Phosphorylierung 
und damit Degradierung von IκB statt (Abbildung 3-2, rechts). IκB kann über den gesamten 
Stimulationszeitraum nachgewiesen werden und es ist nur eine geringfügige Phosphorylie-
rung nachweisbar. Die Inaktivierung von TAK1 durch die Expression der dominant-negativen 
Form von TAK1 verhindert also die IL-1-induzierte Aktivierung von NFκB.  
 
Abbildung 3-2│ Einfluss der Aktivität von TAK1 auf IL-1-induziertes NFκB-Signaling in murinen mesenchyma-
len Vorläuferzellen (C3H10T½). C3H10T½-Zellen wurden mit GFP- bzw. dnTAK1-Lentiviren infiziert und mit 
IL-1β für verschiedene Zeiten stimuliert. Der Einfluss von dnTAK1 auf die IL-1β-induzierte Aktivierung von 
NFκB wurde über IκB (Inhibitorisches-κ-B-Protein) und dessen Phosphorylierung nachgewiesen. Die Expressi-
on von dnTAK führt dabei zu einer Stabilisierung von IκB und einer verminderten Phosphorylierung im Gegen-
satz zu den GFP-exprimierenden Kontrollzellen. Dies zeigt eine verringerte NFκB-Aktivität an.  
Dieser Einfluss von dnTAK auf die Aktivierung von NFκB konnte auch mit Hilfe eines Re-
portertestsystems nachgewiesen werden. Hierbei steht das Reportergen der Luziferase unter 
einem NFκB-abhängigen Promotor und wird nur durch die Aktivierung von NFκB aktiviert. 
Die exprimierte Luziferase kann dann mittels ihrer enzymatischen Aktivität detektiert werden. 
Dieses Reporterkonstrukt wurde stabil in C3H10T½-Zellen eingebracht, die anschließend 
lentiviral für die Expression von GFP und dnTAK infiziert wurden. Die Zellen wurden für 
verschiedene Zeitpunkte entweder serumfrei (s/f) oder mit IL-1, TNFα und LPS stimuliert. 
Der Grad der Zytokin-abhängigen Aktivierung wurde über die Bestimmung der Luziferase-
Aktivität gemessen und ist in Abbildung 3-3, S.62 dargestellt.  
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Abbildung 3-3│Einfluss von dnTAK auf die Zytokin-abhängige Aktivierung eines NFκB-Luziferase-
Reportersystems. C3H10T½-Zellen wurden stabil mit einem NFκB-luc-Reporterplasmid transfiziert und an-
schließend mit dnTAK- und GFP-Lentiviren infiziert. Die basale Aktivität des Reporters wurde durch die Inku-
bation der Zellen unter serumfreien (s/f) Bedingungen bestimmt. Nach der Stimulation der Zellen mit TNF, IL-1 
oder LPS für verschiedene Zeitpunkte wurde die dadurch induzierte, NFκB-abhängige Luziferaseaktivität  ge-
messen. Dabei zeigte sich, dass die Aktivierung der Luziferase in den dnTAK1-exprimierenden Zellen nach der 
Zytokin- bzw. LPS-Stimulation deutlich gegenüber den GFP-Kontrollen reduziert ist. Dies ist auf eine vermin-
derte NFκB-Aktivierung zurückzuführen.  
Die basale Aktivität des Reportersystems wurde unter serumfreien Bedingungen in den GFP- 
und dnTAK-exprimierenden C3H10T½-Zellen bestimmt. Diese ist in den dnTAK-
exprimierenden Zellen schon deutlich im Vergleich zu den GFP-Kontrollen herabgesetzt und 
zeigt, dass die alleinige Anwesenheit von dnTAK1 ohne Stimulus die Grundaktivität von 
NFκB verringert. Der Einfluss von dnTAK1 auf die NFκB-Aktivierung wird deutlicher, wenn 
die Zellen mit Zytokinen bzw. LPS stimuliert werden. Hier zeigt sich in den GFP-
Kontrollzellen eine deutliche Aktivierung des Luziferasereporters und damit von NFκB, die 
mit zunehmender Stimulationszeit ansteigt (blaue Balken). Dabei wird NFκB am stärksten 
durch TNFα aktiviert. Die Aktivierung ist in den dnTAK1-exprimierenden und stimulierten 
Zellen deutlich herabgesetzt und steigt auch mit zunehmender Stimulationszeit nur unwesent-
lich an (Abbildung 3-3). Die Inaktivität von TAK1 führt also zu einer Inhibierung der NFκB- 
Aktivierung und verhindert die Bindung von NFκB an seinen Promotor und damit die Able-
sung NFκB-abhängiger Zielgene.  
Diese Daten zeigen, dass die Inaktivierung von TAK1 durch die Überexpression einer inakti-
ven, dominant-negativen Form von TAK1 die IL-1-induzierte Aktivierung von p38, JNK und 
NFκB in mesenchymalen Vorläuferzellen inhibiert. Diese Versuche bilden die Grundlage für 
gentherapeutische in vivo-Studien an einem Kollagen-induzierten Arthritismodell.  
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3.1.2 Inhibition der TAK1 Expression durch siRNA 
Um die Aktivität von TAK1 in vitro und in vivo zu beeinflussen, gibt es mehrere Möglichkei-
ten. Neben der im vorherigen Abschnitt beschriebenen Verwendung eines lentiviralen Sys-
tems und einer dominant-negativen Form von TAK1 involviert eine andere Strategie den Ein-
satz einer inhibitorischen RNA (siRNA) gegen TAK1.  
Um den Einfluss der Inhibition der TAK1-Expression mittels siRNA auf die inflammatori-
schen Signalwege in vitro und in vivo untersuchen zu können, musste zunächst die Funktiona-
lität der TAK1-spezifischen siRNA getestet werden.  
Dazu wurden eine Makrophagen-Zelllinie (J774.1) verwendet, die sowohl mit der siRNA ge-
gen TAK1 als auch einer Kontroll-siRNA (siCTR) mit zufälliger Nukleotidsequenz transfi-
ziert wurde. Der Nachweis der Inhibition von TAK1 durch die transfizierte siRNA erfolgte zu 
verschiedenen Zeitpunkten nach der Transfektion auf RNA-Ebene mittels quantitativer RT-
PCR sowie durch Western Blot-Analysen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-4, S. 63 dar-
gestellt.   
 
Abbildung 3-4│Inhibition der TAK1-Expression in vitro. Murine Makrophagen (J774.1) wurden in vitro mit 
einer TAK1-spezifischen siRNA (siTAK1) und einer unspezifischen Kontroll-siRNA (siCTR) transfiziert. Die 
TAK1-Expression wurde auf RNA Ebene mittels quantitativer RT-PCR (A) und Proteinebene mittels Western 
Blot (B) zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Transfektion bestimmt. 24 Stunden nach der siRNA Transfekti-
on konnte sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene eine deutliche Reduktion der TAK1-Expression in den 
siTAK1-behandelten Zellen nachgewiesen werden, die nach 48 Stunden wieder ansteigt. Als Kontrollen dienten 
nicht-transfizierte (NT), Lipofektamin-behandelte (Lipo) und siCTR-transfizierte Zellen.  
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Eine Reduktion der TAK1-Expression nach der siRNA-Transfektion konnte sowohl auf 
RNA- als auch auf Proteinebene nachgewiesen werden. Diese war 24 Stunden nach der 
Transfektion am stärksten und nahm nach 48 Stunden wieder ab. Auf RNA-Ebene konnte 
dabei eine Reduktion um 30 % erreicht werden. Für alle folgenden in vitro Versuche wurden 
die Zellen aufgrund dieser Ergebnisse 24 Stunden mit der TAK1-siRNA behandelt, um eine 
optimale Inhibition zu erreichen.   
3.1.3 Einfluss der siRNA-abhängigen TAK1-Inhibition auf die MAPK-
Signalwege in einer murinen Makrophagenzelllinie (J774.1) 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass durch die Behandlung mit einer TAK1-spezifischen 
siRNA die TAK1-Expression auf RNA- und Proteinebene inhibiert werden konnte, stellte 
sich als nächstes die Frage, inwiefern diese Inhibierung von TAK1 einen Einfluss auf die  
Zytokin- bzw. LPS-abhängige Aktivierung der MAPK-Signalwege hat. Hierfür wurde die 
murine Makrophagen Zelllinie J774.1 verwendet. Die Makrophagen wurden 24 Stunden mit 
einer Kontroll-siRNA oder einer TAK1-spezifischen siRNA (2.4.7.2.2, S.44) behandelt und 
anschließend mit TNFα (20 ng/ml) oder LPS (1 µg/ml) für verschiedene Zeitpunkte stimu-
liert. Die Aktivierung der MAPK-Signalwege p38, JNK und ERK sowie deren Beeinflussung 
durch die Inhibition von TAK1 wurde mittels Western Blot zu den verschiedenen Zeitpunkten 
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-5 und Abbildung 3-6 dargestellt.  
In allen durchgeführten Stimulationen konnte die Expression von TAK1 durch die siRNA 
Behandlung im Vergleich zu den siCTR-behandelten Zellen reduziert werden (Abbildung 3-5 
und Abbildung 3-6, oben). Weiterhin zeigt eine gleichmäßige Expression der Gesamtkinasen 
von p38, ERK und JNK eine einheitliche Proteinbeladung an und gewährleistet somit die 
Vergleichbarkeit der einzelnen Zeitpunkte (Abbildung 3-5 und Abbildung 3-6, rechte Seite).  
 
Abbildung 3-5│Einfluss der Inhibierung von TAK1 auf TNFα-induziertes MAPK-Signaling in murinen Makro-
phagen (J774.1). Murine Makrophagen wurden 24 Stunden mit einer siRNA gegen TAK1 bzw. einer Kontroll-
siRNA behandelt und anschließend 0 bis 60 Minuten mit 20 ng/ml TNFα stimuliert. In den Zellextrakten wurde 
die Expression der Gesamtkinasen (rechte Seite) sowie der phosphorylierten, aktivierten Kinasen (linke Seite) 
nachgewiesen.  
Die TNFα-abhängige Aktivierung der MAPK-Signalwege ist in Abbildung 3-5 dargestellt. 
Dabei zeigt sich nur eine geringfügige Aktivierung von p38 und ERK nach 60 Minuten Sti-
mulation in den siCTR-Zellen, während JNK nach 30 und 60 Minuten Stimulation deutlich 
phosphoryliert und damit aktiviert wird. Die anderen Zeitpunkte weisen die basale Aktivität 
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auf und entsprechen der Intensität des Nullwertes. Aufgrund der geringfügigen p38-
Aktivierung durch TNFα konnte durch die TAK1-Inhibierung kein Einfluss auf diesen Sig-
nalweg festgestellt werden. Die ERK-Aktivierung wird durch die Inhibierung von TAK1 ge-
ringfügig ab dem 10 Minuten Zeitpunkt im Vergleich zu den siCTR-Zellen verstärkt. Eine 
deutliche Beeinflussung zeigt sich jedoch bei der TNFα-abhängigen JNK-Aktivierung, die in 
den siTAK1-behandelten Zellen deutlich reduziert ist (Abbildung 3-5).  
 
Abbildung 3-6│ Einfluss der Inhibierung von TAK1 auf LPS-induziertes MAPK-Signaling in murinen Makro-
phagen (J774.1). Murine Makrophagen wurden 24 Stunden mit einer siRNA gegen TAK1 bzw. einer Kontroll-
siRNA behandelt und anschließend 0 bis 60 Minuten mit 1 µg/ml LPS stimuliert. In den Zellextrakten wurde die 
Expression der Gesamtkinasen (rechte Seite) sowie der phosphorylierten, aktivierten Kinasen (linke Seite) nach-
gewiesen.  
Die LPS-abhängige Aktivierung der MAPK-Signalwege ist in Abbildung 3-6 dargestellt. 
Auch hier ist keine Aktivierung von p38 und nur eine geringfügige Aktivierung von ERK 
durch LPS feststellbar, wobei keine Beeinflussung durch die Inhibierung von TAK1 erfolgt. 
Der JNK-Signalweg hingegen kann nach 5 Minuten Stimulation mit LPS aktiviert werden und 
wird durch die siTAK1-Behandlung geringfügig inhibiert.   
Insgesamt zeigen die Experimente, dass eine TNFα- oder LPS- Stimulation zu keiner Aktivie-
rung der p38 und ERK MAPK-Signalweg in der untersuchten Makrophagenzelllinie J774.1 
führt und deshalb kein Einfluss der TAK1-Inhibition durch die siRNA Behandlung auf diese 
Signalwege gezeigt werden konnte. JNK konnte geringfügig durch LPS, IL-1 und TNFα akti-
viert werden und diese Aktivierung wurde durch die siTAK1-Behandlung leicht reprimiert. 
Dieses Verhalten der Makrophagenzelllinie J774.1 entsprach keineswegs den Erwartungen, da 
Makrophagen normalerweise schnell und intensiv mit einer Aktivierung der MAPK Signal-
wege auf eine Stimulation mit LPS oder TNFα reagieren sollten. Um den Einfluss einer   
siRNA-abhängigen Inhibierung von TAK1 auf Entzündungsprozesse und eine potentielle   
therapeutische Anwendung zu untersuchen, wurden in vivo-Versuche an einem Kollagen-
induzierten Arthritismodell in der Maus durchgeführt.  
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3.2 Einfluss der Inhibierung von TAK1 in einem Kollagen-
induzierten Arthritis–Modell   
3.2.1 siRNA-abhängige anti-TAK1-Strategie zur kurativen Behandlung 
von arthritischen DBA/1-Mäusen  
TAK1 ist, wie eingangs beschrieben, ein zentraler inflammatorischer Signalmediator, der die 
Signale von aktivierten IL-1-, TNFα- und Toll-like-Rezeptoren vermittelt und damit maßgeb-
lich an Entzündungsreaktionen und Gewebezerstörung, wie sie in der rheumatoiden Arthritis 
auftreten, beteiligt sein könnte. Die Hypothese war, dass eine Inhibition der TAK1 Expression 
durch eine anti-TAK1 siRNA Applikation zu einer verminderten inflammatorischen Reaktion 
in der rheumatoiden Arthritis führen sollte. Dies wurde in einem Kollagen-induzierten Arthri-
tismodell getestet. Es wurde hierzu ein kurativer Versuchsansatz gewählt, bei dem die Be-
handlung mit der siRNA nach der klinischen Manifestation der Arthritis erfolgt und somit 
vergleichbar zu einer etablierten rheumatoiden Arthritis ist (Abbildung 3-7).  
 
Abbildung 3-7│Zeitschema eines kurativen Versuchsansatzes für Kollagen-induzierte Arthritis. Die Mäuse wer-
den am Tag 0 mit einer Mischung aus bovinem Kollagen Typ II und komplettem Freund’schem Adjuvans im-
munisiert. Nach 21 Tagen erfolgt eine erneute Immunisierung mit bovinem Kollagen II und inkomplettem 
Freund’schem Adjuvans. Nach der klinischen Manifestation der Krankheit, die in einem Zeitraum von 21 bis 28 
Tagen nach der ersten Immunisierung beobachtet werden kann, erfolgt wöchentlich eine intravenöse Applikation 
der siRNA.  
Für die Induktion der Arthritis werden männliche DBA/1-Mäuse mit einer Mischung aus bo-
vinem Kollagen II und komplettem Freund’schem Adjuvans immunisiert. Drei Wochen nach 
der ersten Immunisierung erfolgt eine erneute Immunisierung mit bovinem Kollagen II und 
inkomplettem Freund’schem Adjuvans. In dem Zeitraum von 21 bis 28 Tagen nach der ersten 
Immunisierung treten erste klinische Symptome der Arthritis auf. Vorder- und Hinterpfoten 
der Mäuse beginnen aufgrund der einsetzenden Entzündung im Gelenk und der damit einher-
gehenden Infiltration von Leukozyten anzuschwellen und sich zu röten (Abbildung 3-8, S.67). 
Die Pfotenschwellung und Rötung nimmt im Verlauf der Krankheit stark zu und führt zu ei-
ner massiven Gelenkzerstörung. Nachdem die ersten Anzeichen einer klinischen Manifestati-
on der Krankheit auftreten, beginnt die Anwendung der siRNA. Um die siRNA für die in vivo 
Applikation zu stabilisieren und die Aufnahme in die Zellen zu gewährleisten, wird sie mit 
Liposomen (Gemisch aus RPR209120 und DOPE) und einer Carrier-DNA komplexiert (vgl. 
2.6.3.1, S.55). Die entstehenden Lipoplexe werden den Mäusen intravenös in die Schwanzve-
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ne injiziert, wobei eine Konzentration von 0,5 mg/kg siRNA eingesetzt wird. Die Injektionen 
erfolgen einmal pro Woche.   
 
Abbildung 3-8│Kollagen-induzierte Arthritis in DBA/1-Mäusen. Darstellung einer gesunden (A, C) und einer 
arthritischen (B, D) DBA/1 Maus. Nach der Immunisierung mit Kollagen Typ II entwickeln die Mäuse eine 
starke Arthritis, die mit der Anschwellung und Rötung von Vorder- und Hinterpfoten einhergeht, wie in Abb. B 
sehr gut zu erkennen ist. Die Detailaufnahmen in C und D zeigen die Pfote einer gesunden Maus © und im di-
rekten Vergleich dazu die angeschwollene und gerötete Hinterpfote einer Maus mit Kollagen-induzierter Arthri-
tis (D).  
3.2.2 Die Inhibierung von TAK1 reduziert Pfotenschwellung und Häufig-
keit von Kollagen-induzierter Arthritis  
Im Verlauf der Experimente wird der makroskopische Verlauf und Schweregrad der Arthritis 
bei den DBA/1-Mäusen dreimal pro Woche untersucht. Dabei wird die Schwellung der Hin-
terpfoten mit einem Mikrometer (Mitutoyo micrometer, Sigma Aldrich) gemessen, wobei das 
Gelenk ab einem Wert von 2,1 mm als arthritisch betrachtet wird. Der Einfluss der Behand-
lung mit einer TAK1-spezifischen siRNA im Vergleich zu einer Kontroll-siRNA mit zufälli-
ger Nukleotidsequenz (siCTR) oder PBS-behandelten Kontrollen (CTR) wurde in mehreren, 
voneinander unabhängigen Experimenten evaluiert, wobei 6 bis 10 Mäuse pro Gruppe einge-
setzt wurden, um eine statistische Signifikanz zu erreichen.  
Im ersten Experiment wurden 10 Mäuse für jede Gruppe verwendet. Die ersten klinischen 
Anzeichen einer Arthritis zeigten sich 28 Tage nach der ersten Immunisierung. Alle drei 
Mausgruppen zeigten gerötete und angeschwollene Pfoten, wobei der Durchschnittswert über 
2,1 mm lag und damit eine Arthritis anzeigte. Infolgedessen wurde die erste intravenöse siR-
NA Injektion am Tag 30 nach der ersten Immunisierung durchgeführt. In der Mausgruppe, die 
mit einer siRNA gegen TAK1 behandelt wurde, sank der Wert für die Pfotenschwellung be-
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reits drei Tage nach dieser ersten Injektion deutlich unter den arthritischen Wert von 2,1 mm 
ab (Abbildung 3-9, rote Linie), während die Pfotenschwellungen der Kontrollmäuse (CT, 
schwarze Linie und siCTR, blaue Linie) weiter zunahmen und sich die Arthritis verschlim-
merte. Durch eine zweite siRNA-Injektion am Tag 37 konnte die Pfotenschwellung in den 
siTAK1-behandelten Mäusen konstant gehalten werden und stieg erst gegen Ende des Expe-
riments bis zum Tag 42 leicht wieder an, blieb aber dennoch unter dem arthritischen Schwel-
lenwert von 2,1 mm. Die Kontrollmäuse hingegen entwickelten eine zunehmend starke 
Arthritis und wiesen am Ende des Experiments Pfotenschwellungen von 2,3 mm (siCTR) und 
2,35 mm (CT) auf (Abbildung 3-9).  
 
Abbildung 3-9│Therapeutischer Effekt einer TAK1-spezifischen siRNA-Behandlung auf die Pfotenschwellung in 
Kollagen-induzierter Arthritis. In diesem Experiment wurden 10 Mäuse für jede Gruppe verwendet. Nach Im-
munisierung mit bovinem Kollagen Typ II und einer Re-Immunisierung drei Wochen später (Tag 21) zeigte sich 
die klinische Manifestation der Krankheit am Tag 28. Die erste intravenöse (IV) siRNA-Injektion erfolgte am 
Tag 30 und wurde eine Woche später (Tag 37) wiederholt. Die Pfotenschwellung wurde im Verlauf der Versu-
che dreimal wöchentlich mit einem Mikrometer gemessen. Bereits nach der ersten Applikation der siRNA gegen 
TAK1 zeigte sich eine deutliche Reduktion der Pfotenschwellung unter den arthritischen Schwellenwert von 2,1 
mm. Dieser konnte durch die erneute Applikation am Tag 37 bis zum Tag 40 konstant gehalten werden und stieg 
erst gegen Ende des Experiments leicht wieder an (rote Linie).  Die unbehandelten (CT) bzw. mit einer Kontroll-
siRNA (siCTR) behandelten Mäuse hingegen entwickelten im Verlauf des Experiments eine starke Arthritis, was 
durch stetig steigende Pfotenschwellungen gekennzeichnet ist.  
Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass die siRNA-basierte Inhibierung von TAK1 den Ent-
zündungsverlauf der Kollagen-induzierten Arthritis, gemessen an dem Grad der Pfoten-
schwellung, stark reduziert. Die Pfotenschwellungen der siTAK1-behandelten Mäuse sanken 
deutlich unter den arthritischen Schwellenwert von 2,1 mm und zeigten keine Anzeichen einer 
Entzündung, wohingegen die Kontrollmäuse eine starke Arthritis entwickelten.  
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Um zu zeigen, dass diese starke Reduktion der Pfotenschwellung und somit der Effekt der 
siTAK1-Behandlung reproduzierbar ist, wurden die Experimente wiederholt (Abbildung 3-10, 
S.69 und Abbildung 3-11, S.70).  
 
Abbildung 3-10│Therapeutischer Effekt einer TAK1-spezifischen siRNA-Behandlung auf die Pfotenschwellung 
in Kollagen-induzierter Arthritis. In diesem Experiment wurden 7 Mäuse für die Kontrollgruppe und 8 Mäuse 
für die siTAK1 Gruppe verwendet. Nach Immunisierung mit bovinem Kollagen Typ II und einer erneuten Im-
munisierung drei Wochen später (Tag 21) erfolgte die erste intravenöse (IV) siRNA-Injektion am Tag 23 und 
wurde wöchentlich über einen Zeitraum von insgesamt 3 Wochen wiederholt (Tag 30 und Tag 37). Die Pfoten-
schwellung wurde im Verlauf des Versuchs dreimal wöchentlich mit einem Mikrometer gemessen. Durch die 
wiederholte siTAK1-Behandlung konnte die Pfotenschwellung in dieser Gruppe über den gesamten Verlauf des 
Experiments unter dem arthritischen Schwellenwert gehalten werden und blieb dabei konstant (rote Linie). Die 
Kontrollmäuse (siCTR) hingegen entwickelten eine starke Arthritis, gekennzeichnet durch Pfotenschwellungen 
von über 2,4 mm (blaue Linie).  
In einem zweiten Experiment wurden 7 Mäuse als Kontrolle (siCTR) und 8 Mäuse für die 
Behandlung mit der siRNA gegen TAK1 verwendet. Nach Immunisierung und Re-
Immunisierung 3 Wochen später (Tag 21) erfolgte die siRNA-Applikation bereits bei den er-
sten Anzeichen einer klinischen Manifestation am Tag 23 und wurde wöchentlich über einen 
Zeitraum von insgesamt 3 Wochen wiederholt. Dabei zeigte sich, dass die Pfotenschwellung 
der siTAK1-behandelten Mäuse über den gesamten Verlauf des Experiments konstant gehal-
ten werden konnte und knapp unter dem arthritischen Schwellenwert von 2,1 mm lag 
(Abbildung 3-10, S. 69, rote Linie). Im Vergleich dazu stieg die Pfotenschwellung in der mit 
einer Kontroll-siRNA (siCTR, blaue Linie) behandelten Gruppe im Verlauf des Experiments 
stetig an und erreichte gegen Ende am Tag 42 eine Pfotenschwellung von mehr als 2,4 mm, 
was eine sehr stark ausgeprägte Arthritis anzeigt.  
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Dieses Experiment zeigt, dass der positive Einfluss der siRNA-abhängigen Inhibierung von 
TAK1 auf den Verlauf der Kollagen-induzierten Arthritis reproduzierbar ist und dass dieser 
Effekt durch eine wöchentliche Behandlung über einen längeren Zeitraum aufrecht erhalten 
werden kann.  
 
Abbildung 3-11│Therapeutischer Effekt einer TAK1-spezifischen siRNA-Behandlung auf die Pfotenschwellung 
in Kollagen-induzierter Arthritis. In diesem Experiment wurden 10 Mäuse für jede Gruppe verwendet. Nach 
Immunisierung mit bovinem Kollagen Typ II und einer Re-Immunisierung drei Wochen später (Tag 21) erfolgte 
die erste intravenöse (IV) siRNA-Injektion am Tag 25 und wurde wöchentlich über einen Zeitraum von insge-
samt 3 Wochen wiederholt (Tag 32 und Tag 39). Die Pfotenschwellung wurde im Verlauf desVersuchs dreimal 
wöchentlich mit einem Mikrometer gemessen. In der siTAK1-behandelten Gruppe konnte blieb die Pfoten-
schwellung im Verlauf des Experiments nahezu konstant knapp unter bzw. bei 2,1mm, was dem arthritischen 
Schwellenwert entspricht (rote Linie). Bei den Kontrollmäusen stieg die Pfotenschwellung deutlich im Verlauf 
des Experiments an und betrug 2,3 mm in den unbehandelten Kontrollmäusen (CTR, schwarze Linie) und mehr 
als 2,2 mm in den mit einer Kontroll-siRNA behandelten Mäusen (siCTR, blaue Linie).  
Auch in einem dritten Experiment (Abbildung 3-11) zeigte sich derselbe Effekt. Hier wurden 
für jede Gruppe 10 Mäuse verwendet, die wiederum nach Immunisierung und Re-
Immunisierung 3 Wochen später (Tag 21) über einen Zeitraum von 3 Wochen (Tag 25, 32 
und 39) mit einer intravenösen Injektion einer siRNA gegen TAK1, einer Kontroll-siRNA 
oder nicht behandelt wurden. In der siTAK1 Gruppe sank die Pfotenschwellung nach der ers-
ten siRNA Injektion am Tag 25 leicht ab, stieg aber im Verlauf der Woche bis zur nächsten 
Injektion wieder leicht an. Durch die nächsten siTAK1 Injektionen konnte die Pfotenschwel-
lung der Mäuse konstant um den Wert 2,1 mm gehalten werden (Abbildung 3-11, S.70, rote 
Linie). Im Gegensatz dazu stieg die Pfotenschwellung der Kontrollmäuse wieder an und zeig-
ten am Ende des Experiments Pfotenschwellungen von 2,3 mm bei den unbehandelten Kont-
rollen und mehr als 2,2 mm bei den siCTR behandelten Mäusen.  
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Insgesamt belegen die durchgeführten Experimente, dass die Behandlung von arthritischen 
Mäusen mit einer siRNA gegen TAK1 einen reproduzierbaren, therapeutischen Effekt auf den 
Verlauf der Arthritis und damit der Entzündungsreaktion hat. In allen Experimenten konnte 
die Pfotenschwellung konstant unter bzw. bei dem arthritischen Schwellenwert von 2,1 mm 
gehalten werden, während die Kontrollmäuse eine starke Arthritis mit Pfotenschwellungen 
von bis zu 2,4 mm entwickelten. Der Effekt der siTAK1-Behandlung konnte über einen Zeit-
raum von 3 Wochen durch eine wöchentliche siRNA-Applikation konstant gehalten werden.  
Der therapeutische Effekt der siTAK1-Behandlung spiegelt sich auch in den Arthritiswerten 
(‚arthritic score‘) wider. Hierbei wird der Schweregrad der Entzündung visuell für alle vier 
Pfoten nach einem weit verbreiteten Punktesystem von 0 bis 4 bestimmt (Tabelle 2-2, S.54), 
wobei 0 keine und 4 eine schwere Arthritis anzeigt. Für jede Maus kann also ein Maximalwert 
von 16 erreicht werden, wenn alle vier Pfoten von einer schweren Arthritis betroffen sind. Die 
Werte wurden dreimal pro Woche basierend auf Rötung und Schwellung der Gelenke be-
stimmt und sind in Abbildung 3-12, S.72 und Abbildung 3-13, S.73 dargestellt.  
In Abbildung 3-12, S.72 sind die Arthritiswerte, zugehörig zu dem in Abbildung 3-10, S.69 
gezeigten Experiment, dargestellt. Die Ausprägung der Arthritis war am Tag 21 vor Beginn 
der siRNA-Behandlung in der siTAK1 Gruppe höher als in der Kontrollgruppe. Nach der ers-
ten siRNA Applikation sank der Arthritiswert in der mit einer siRNA gegen TAK1 behandel-
ten Gruppe deutlich auf einen Wert von 2 ab (rote Linie) und konnte im gesamten Verlauf des 
Experiments durch wiederholte siRNA-Applikation nahezu konstant bei diesem Wert gehal-
ten werden. Ein arthritischer Wert von 2 zeigt in der gesamten Gruppe eine sehr milde Arthri-
tis an. Im Gegensatz dazu nahm die Entzündung bei den Kontrollmäusen stetig zu, was durch 
einen steigenden Arthritiswert gekennzeichnet ist. Am Ende des Experiments lag der Arthri-
tiswert bei den Kontrollmäusen bei durchschnittlich 6 und zeigt eine stark ausgeprägte Arthri-
tis an (blaue Linie). Insgesamt konnte der Arthritiswert in der siTAK1-behandelten Gruppe 
um nahezu 70% im Vergleich zu den Kontrollmäusen reduziert werden (von einem Wert von 
6 bei den Kontrollen auf einen Wert von 2 bei den siTAK1-Mäusen).  
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Abbildung 3-12│Therapeutischer Effekt einer TAK- spezifischen siRNA-Behandlung auf die Entzündung in 
Kollagen-induzierter Arthritis. Die Arthritiswerte wurden dreimal pro Woche bestimmt und sind ein makrosko-
pischer Indikator für den Schweregrad der Entzündung im Verlauf der Kollagen-induzierten Arthritis. Dabei 
werden allen vier Pfoten Werte von 0 bis 4 zugeordnet, wobei 0 keine und 4 eine schwere Arthritis basierend auf 
Rötung und Schwellung der Gelenke anzeigt. So kann pro Maus ein Maximalwert von 16 erreicht werden. In 
diesem Experiment wurden 7 (siCTR) bzw. 8 Mäuse (siTAK1) pro Gruppe verwendet. Nach der ersten siRNA 
Applikation am Tag 23 nach der Immunisierung sank der Arthritiswert in der siTAK1-behandelten Gruppe deut-
lich ab und konnte im Verlauf des Experiments konstant bei einem Wert von 2 gehalten werden, der eine milde 
Arthritis anzeigt. Die Kontrollmäuse hingegen entwickelten eine starke Entzündung, gekennzeichnet durch den 
stetig steigenden Arthritiswert, der am Ende des Experiments einen Wert von 6 erreichte und eine starke Arthri-
tis anzeigt.  In der siTAK1-Gruppe konnte der Arthritiswert durch die siRNA-Behandlung um fast 70 % gegen-
über den Kontrollmäusen reduziert werden.  
Dieser durch die siRNA-basierte Inhibierung von TAK1 vermittelte, positive Effekt auf die 
Entzündungsreaktion, der durch einen stark reduzierten Arthritiswert gekennzeichnet ist, zeig-
te sich ebenfalls in einem weiteren, unabhängigen Experiment. Hier wurden 10 Mäuse für 
jede Mausgruppe verwendet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-13, S.73 dargestellt und 
basieren auf dem in Abbildung 3-11, S.70 gezeigten Versuch.  
Auch hier zeigte sich eine deutliche Reduktion des Arthritiswertes nach der ersten Injektion 
einer siRNA gegen TAK1, der von einem Wert von 2,5 auf 1 sank, jedoch dann im Verlauf 
der ersten Woche nach der Injektion wieder anstieg und am Ende des Versuchs bei einem 
Arthritiswert von 3,5 lag. Dies zeigt eine leichte Arthritis in dieser Gruppe an. Im Gegensatz 
dazu konnte bei den Kontrollgruppen ein stetiger Anstieg des Arthritiswertes beobachtet wer-
den, der am Ende bei 5 für die siCTR-Gruppe und bei 7 für die unbehandelte Kontrollgruppe 
lag und auf eine ausgeprägte Entzündung in diesen Mausgruppen hinweist. Damit zeigte sich 
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auch hier eine deutliche Reduktion des Arthritiswertes und damit der Entzündung in der si-
TAK1-behandelten Gruppe um 40-50 % gegenüber den Kontrollen (Abbildung 3-13).  
 
Abbildung 3-13│ Therapeutischer Effekt einer TAK1-spezifischen siRNA-Behandlung auf die Entzündung in 
Kollagen-induzierter Arthritis. Die Arthritiswerte wurden dreimal pro Woche bestimmt und sind ein makrosko-
pischer Indikator für den Schweregrad der Entzündung im Verlauf der Kollagen-induzierten Arthritis. Dabei 
werden allen vier Pfoten Werte von 0 bis 4 zugeordnet, wobei 0 keine und 4 eine schwere Arthritis basierend auf 
Rötung und Schwellung der Gelenke anzeigt. So kann pro Maus ein Maximalwert von 16 erreicht werden. Jede 
Gruppe bestand aus 10 Mäusen. In der siTAK1-Gruppe zeigt sich nach der ersten Injektion am Tag 25 eine deut-
liche Reduktion des Arthritiswertes auf 1, der dann aber wieder anstieg und durch erneute Injektionen bei einem 
Wert von 3,5 am Ende des Experiments lag, was eine leichte Arthritis in der Gruppe anzeigt. Im Vergleich dazu 
stiegen die Arthritiswerte in den Kontrollgruppen stetig im Verlauf des Versuchs an und zeigten am Ende des 
Experiments Werte von 5 (siCTR, blaue Linie) und 7 (CTR, schwarze Linie). Insgesamt konnte durch die    
siTAK1-Behandlung der Arthritiswert in dieser Gruppe um 40-50 % gegenüber den Kontrollen reduziert wer-
den.   
Insgesamt konnte durch die Untersuchung der Arthritiswerte in zwei unabhängigen Experi-
menten gezeigt werden, dass die Behandlung mit einer siRNA gegen TAK1 die Arthritiswerte 
und damit die Entzündung in den Gelenken deutlich gegenüber den Kontrollmäusen reduziert 
werden konnte. Dabei zeigte sich eine Verminderung der Arthritiswerte um 40-50 % 
(Abbildung 3-13) und 70 % (Abbildung 3-12).  
Als nächstes wurde basierend auf den Pfotenschwellungen die Inzidenz, also die Häufigkeit 
von Arthritis, im Verlauf der Experimente bestimmt. Dabei gilt eine Maus als arthritisch, 
wenn sie eine Pfotenschwellung von mehr als 2,1 mm aufweist. Die Ergebnisse von zwei von-
einander unabhängigen Versuchen (A und B) sind in Abbildung 3-14, S.74 dargestellt.  
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Abbildung 3-14│Einfluss der siTAK1-Behandlung auf die Häufigkeit (Inzidenz) von Kollagen-induzierter Arthri-
tis. Darstellung der Inzidenz in zwei voneinander unabhängigen Experimenten (A und B). Im ersten Versuch (A) 
wurden 7 Mäuse für die siCTR- und 8 Mäuse für die siTAK1-Gruppe verwendet. Im zweiten Versuch (B) be-
standen die Gruppen aus jeweils 10 Mäusen. Es zeigte sich in beiden Versuchen (A und B), dass eine Behand-
lung mit einer siRNA gegen TAK1 zu einer deutlich verminderten Häufigkeit von Kollagen-induzierter Arthritis 
in dieser Gruppe führte. Dabei konnte im Vergleich zu den Kontrollmäusen, die zu 90-100 % arthritisch waren 
(A. und B.), die Inzidenz in den siTAK1-Mäusen um 40 % (A.) bis 60 % (B.) reduziert werden. 
Es zeigte sich, dass die verminderte Entzündungsreaktion, gekennzeichnet durch reduzierte 
Pfotenschwellungen und Arthritiswerte in den mit einer siRNA gegen TAK1-behandelten 
Mausgruppen, zu einer Senkung der Arthritishäufigkeit in diesen Mäusen führte (Abbildung 
3-14, S.74). Dabei zeigte sich in beiden Experimenten bereits nach der ersten siTAK1 Be-
handlung (Tag 23, A; Tag 30, B) eine deutliche Senkung der Arthritishäufigkeit in dieser 
Gruppe. Diese konnte durch erneute siTAK1-Behandlungen über den Verlauf der Experimen-
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te annährend konstant gehalten werden (rote Linie, A und B) und lag am Ende bei 60 % (A) 
bzw. 40 % (B). Im Vergleich zu den Kontrollmäusen, die am Ende der Experimente zu 90 bis 
100 % arthritisch waren, konnte die Inzidenz in den siTAK1 behandelten Mäusen also um     
40 % (A) bis 60 % (B) reduziert werden.  
Insgesamt zeigen die Versuche, dass eine in vivo-Behandlung von arthritischen Mäusen mit 
einer siRNA gegen TAK1 einen deutlichen therapeutischen Effekt auf Verlauf und Schwere-
grad der Arthritis hat. Dabei konnten die Pfotenschwellungen unter das Arthritisniveau von 
2,1 mm gesenkt werden, während die Kontrollmäuse eine starke Arthritis, gekennzeichnet 
durch Pfotenschwellungen von bis zu 2,4 mm, entwickelten. Der Arthritiswert, ein Indikator 
für den Schweregrad der Entzündung, konnte in den siTAK1-behandelten Mäusen um bis zu 
70 % gegenüber den Kontrollmäusen gesenkt werden. Die Häufigkeit von Arthritis nahm, wie 
aufgrund der Ergebnisse zu erwarten war, in der siTAK1 Gruppe um 40-60 % ab. Diese Er-
gebnisse bestätigen die eingangs formulierte Hypothese, dass eine Inhibierung von TAK1 zu 
einer verminderten inflammatorischen Reaktion in der rheumatoiden Arthritis führen sollte.  
3.2.3 Einfluss der Inhibierung von TAK1 auf das Th1/Th2-Gleichgewicht 
und die T-Zellproliferation in Kollagen-induzierter Arthritis  
Nachdem gezeigt werden konnte, dass eine Inhibierung von TAK1 den Schweregrad und die 
Häufigkeit von Kollagen-induzierter Arthritis deutlich vermindert, stellte sich als nächstes die 
Frage nach den zugrunde liegenden zellulären und molekularen Mechanismen.  
Auf zellulärer Ebene sind neben den Makrophagen die T-Zellen von Bedeutung in Entstehung 
und Erhalt der Entzündung in der rheumatoiden Arthritis. T-Helferzellen spielen eine beson-
dere Rolle, da es nach der Injektion von Kollagen II zu einer Aktivierung und Expansion von 
Antigen-spezifischen T-Helferzellen kommt, die den Th1-Phänotyp aufweisen und die Im-
munantwort initiieren (Fournier, 2005; Doncarli, et al., 1997). T-Helferzellen werden auf-
grund ihres spezifischen Zytokinprofils in Th1- und Th2-Zellen eingeteilt, wobei Th1-Zellen 
durch die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine wie IFNγ und TNFα die Entzündungs-
reaktion vorantreiben, während Th2-Zellen durch die Produktion von anti-inflammatorischen 
Zytokinen wie IL-4, IL-5 und IL-13 dem Entzündungsprozess entgegenwirken. Durch die in 
der Kollagen-induzierten Arthritis begünstigte Expansion von Th1-Zellen kommt es zu einem 
Ungleichgewicht von Th1- gegenüber Th2-Zellen, was als mögliche Ursache für viele Auto-
immunerkrankungen wie die rheumatoide Arthritis angesehen wird.  
Die Kollagen-induzierte Arthritis ist also eine durch Th1-Zellen vermittelte Erkrankung 
(Schultze-Koops, et al., 2001; Steinmann, 2007) und es stellte sich die Frage, inwiefern die 
Inhibition von TAK1 durch die siRNA-Behandlung einen Einfluss auf die Proliferation und 
Aktivierung der T-Helferzellpopulationen hat. Dazu wurde die Produktion von Antikörpern 
gegen bovines Kollagen II im Serum bestimmt, da diese mit der Anfälligkeit für Kollagen-
induzierte Arthritis korrelieren und durch ein hohes Verhältnis von Immunglobulin-2a 
(IgG2a) zu Immunglobulin-1 (IgG1) charakterisiert werden. Dabei korreliert die Produktion 
von IgG2a Antikörpern mit einer Th1-induzierenden Aktivität, während IgG1-Antikörper mit 
einer Th2-induzierenden Aktivität gleichgesetzt werden können. Um so einen möglichen Ein-
fluss der Inhibierung von TAK1 durch die siRNA-Behandlung auf das Th1/Th2-
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Gleichgewicht zu ermitteln, wurden zu verschiedenen Zeitpunkten im Verlauf der Experimen-
te die Serummengen von bovinem Kollagen II spezifischem IgG1 und IgG2a gemessen und 
das Verhältnis von IgG2a zu IgG1 bestimmt (Abbildung 3-15, S.76).  
 
Abbildung 3-15│Einfluss der siTAK1-Behandlung auf das IgG2a/IgG1-Verhältnis im Verlauf der Arthritis. Die 
Produktion von IgG1 (A) und IgG2a (B) korreliert mit der Aktivität von Th2- bzw. Th1-Zellen. Im Verlauf des 
Experiments wurden zu verschiedenen Zeitpunkten die IgG1- und IgG2a-Konzentrationen in den Seren der 
Mäuse bestimmt (A und B) und zueinander ins Verhältnis gesetzt (C). Wie zu erwarten, stieg die Produktion von 
IgG1 als auch IgG2a nach Induktion der Krankheit an (A und B). Im Verhältnis von IgG2a zu IgG1 (C) zeigten 
sich konstant hohe Werte, was bezogen auf die Aktivität der T-Helferzellen eine erhöhte Th1-Aktivität gegen-
über der Th2-Aktivität angibt. Dabei waren keine maßgeblichen Unterschiede zwischen den siCTR- und      
siTAK1-behandelten Gruppen feststellbar.  
Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-15 dargestellt und zeigen wie erwartet, dass die Werte für 
die IgG1- und IgG2-Antikörper nach der Induktion der Arthritis deutlich ansteigen (A. und 
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B.), was mit einer gesteigerten Th1- und Th2-Aktivität einhergeht. Die Verhältnisse von 
IgG2a zu IgG1 zeigen sowohl bei den Kontrollen als auch bei den siTAK1-behandelten Mäu-
sen konstant hohe Werte (C.). Dabei ist das Verhältnis von IgG2a zu IgG1 am Tag 21 in den 
siTAK1-behandelten Mäusen deutlich geringer als in den Kontrollen, was auf eine erhöhte 
Anwesenheit von Th2-Zellen in der siTAK1-Gruppe zu diesem Zeitpunkt im Vergleich zu 
den Kontrollen zurückzuführen ist. Dies ist jedoch aufgrund der insgesamt geringen Mengen 
von IgG2a (Th1, B) und IgG1 (Th2, A) zu diesem Zeitpunkt nicht von maßgeblicher Bedeu-
tung und vernachlässigbar (Abbildung 3-15, S.76).   
Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass die Inhibition von TAK1 durch die siRNA-
Applikation das Verhältnis von IgG2a zu IgG1 im Verlauf der Arthritis im Vergleich zu den 
Kontrollen nicht vermindert. In Korrelation mit der Aktivität der T-Helferzellen bedeutet dies, 
dass die Aktivität von Th1-Zellen im Verlauf der Experimente deutlich höher ist als die Akti-
vität der Th2-Zellen und dass somit der positive Einfluss der TAK1 siRNA-Behandlung nicht 
auf eine Veränderung des Th1/Th2-Gleichgewichts zugunsten der Aktivität von Th2-Zellen 
zurückzuführen ist.  
Neben der Bestimmung der Kollagen II spezifischen Antikörperproduktion im Verlauf der 
Kollagen-induzierten Arthritis wurde untersucht, ob die Inhibierung der TAK1-Expression 
durch die siRNA-Applikation einen Einfluss auf die Kollagen II spezifische Proliferation von 
T-Zellen hat. Dazu wurden Zellen aus der Milz isoliert und mit Concanavalin A (Con A,        
2 µg/ml) oder verschiedenen Kollagen II Konzentrationen (0, 5, 10 und 50 µg/ml) inkubiert. 
Concanavalin A dient dabei als Positivkontrolle für die Vitalität der T-Zellen in Milz und 
Lymphknoten, da es in der Lage ist, T-Zellen, wahrscheinlich über den CD3-Komplex, zu 
stimulieren und damit zur Proliferation anzuregen. Die Immunantwort auf Concanavalin A 
sollte in allen isolierten Zellen gleich sein. Weiterhin soll durch die verschiedenen Kollagen II 
Konzentrationen getestet werden, ob durch die Anwesenheit von Kollagen II die T-Zellen 
aktiviert und damit zur Proliferation angeregt werden können. Diese sollte mit steigenden 
Konzentrationen an Kollagen II ebenfalls zunehmen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-16, 
S.78 dargestellt.  
In Anwesenheit von Concanavalin A (Abbildung 3-16, B) zeigen die aus der Milz gewon-
nenen Zellen eine gleichmäßig hohe Proliferationsaktivität. Dabei ist kein Unterschied zwi-
schen den Kontrollen und den siTAK1-behandelten Mausgruppen festzustellen. Dies zeigt, 
dass die durch einen unspezifischen Stimulus ausgelöste Proliferationsfähigkeit der T-Zellen 
nicht durch die Inhibierung von TAK1 beeinträchtigt wird.  
Die Proliferation der T-Zellen aus der Milz wird ebenfalls durch einen spezifischen Stimulus 
in Form von bovinem Kollagen II angeregt und nimmt entsprechend den Erwartungen mit 
steigenden Kollagen II Konzentrationen zu (Abbildung 3-16, A). Dabei hat die Behandlung 
mit einer siRNA gegen TAK1 keinen Einfluss auf die Kollagen II spezifische Proliferation 
der T-Zellen in der Milz. Die gleichen Ergebnisse ergaben sich bei der Untersuchung der Pro-
liferation von T-Zellen aus den Lymphknoten. Auch hier konnte kein Einfluss der siRNA- 
abhängigen TAK1 Inhibition auf die unspezifische, Concanavalin A induzierte sowie die spe-
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zifische, Kollagen-II abhängige Proliferation der T-Zellen festgestellt werden (nicht dages-
tellt).    
 
Abbildung 3-16│Einfluss der Inhibition von TAK1  auf die Kollagen II spezifische T-Zell-Proliferation in Kolla-
gen-induzierter Arthritis. Zellen aus der Milz wurden nach der Isolation mit Concanavalin A (ConA, 2 µg) oder 
zunehmenden Kollagen II Konzentrationen (0-50 µg) stimuliert, um die Stimulus-abhängige Proliferationsfähig-
keit der T-Zellen zu untersuchen. Dabei weisen die T-Zellen eine gleichmäßige Proliferation nach unspezifischer 
Stimulation mit Concanavalin A (B) und eine konzentrationsabhängige Proliferation bei Kollagen II spezifischer 
Stimulation (A) auf. Die Inhibierung von TAK1 hat dabei keinen Einfluss auf die Kollagen II abhängige Prolife-
ration der T-Zellen aus der Milz.  
Diese Ergebnisse sind repräsentativ für alle durchgeführten Experimente und zeigen, dass der 
beobachtete positive Effekt der Inhibition von TAK1 auf die Entzündung und den Verlauf der 
Kollagen-induzierten Arthritis weder auf eine Verschiebung des Th1/Th2-Gleichgewichts 
noch auf eine Veränderung der T-Zellproliferation zurückzuführen ist.  
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3.2.4 Einfluss der siTAK1-Behandlung auf die T-Zellantwort bei Kollagen-
induzierter Arthritis  
Da, wie bereits erwähnt, die Kollagen-induzierte Arthritis eine Th1-vermittelte Autoimmun-
erkrankung ist, die durch Agenzien, die die Effektorzytokine der Th1-Zellen blockieren, ge-
mildert werden kann, wurde der Effekt der siTAK1-Behandlung auf die T-Zellantwort unter-
sucht. Im Verlauf der Kollagen-induzierten Arthritis kommt es zur Entwicklung von Effektor-
T-Zellen, die hohe Mengen an IFNγ produzieren. Um den Verlauf der IFNγ-Produktion wäh-
rend des Experimentes zu untersuchen, wurden einmal pro Woche Blutproben von den Mäu-
sen genommen und die Seren anschließend mittels ELISA getestet (Abbildung 3-17). Nach 
Einsatz der klinischen Manifestation der Arthritis beginnt die IFNγ-Produktion am Tag 31 
anzusteigen. Während in den siCTR-Mäusen die IFNγ-Mengen weiter ansteigen und am Ende 
des Experiments einen Maximalwert von mehr als 50 pg/ml aufweisen, zeigen die siTAK1- 
behandelten Mäuse ein konstant niedriges IFNγ-Niveau, das im Verlauf des Experiments bei 
etwa 15 pg/ml liegt.  
 
Abbildung 3-17│Einfluss der siTAK1-Behandlung auf die T-Zellantwort in Kollagen-induzierter Arthritis. Im 
Verlauf des Experiments wurden den Mäusen einmal pro Woche Blutproben entnommen. Die Seren wurden 
anschließend auf die Produktion von IFNγ mittels ELISA getestet, um den Verlauf der Th1-Antwort zu untersu-
chen. In den siCTR-behandelten Mäusen (blau) steigt die IFNγ-Produktion im Verlauf des Experimentes stark 
an, während die siTAK1-behandelten Mäuse (rot) geringe IFNγ-Mengen im Serum über den gesamten Zeitraum 
des Experimentes aufweisen.  
Die Inhibierung von TAK1 reduziert also die Produktion von IFNγ im Serum siTAK1-
behandelter Mäuse im Verlauf der Kollagen-induzierten Arthritis beträchtlich, was auf eine 
verminderte Th1-Antwort zurückzuführen sein könnte, obwohl die Proliferation der T-Zellen 
und das Verhältnis von Th1- und Th2-Zellen nicht durch die siTAK1-Behandlung beeinflusst 
wird.  
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3.2.5 Einfluss der siTAK1-Behandlung auf die lokale und systemische Zy-
tokinexpression bei Kollagen-induzierter Arthritis  
Die lokale und systemische Produktion von Zytokinen spielt eine wichtige Rolle bei der Ent-
stehung und Aufrechterhaltung der Entzündungsreaktion sowie der Induktion der Gelenkde-
gradation in der rheumatoiden Arthritis. Um zu untersuchen, ob die Behandlung mit einer 
TAK1-siRNA einen Einfluss auf die lokale und systemische Produktion verschiedener pro- 
und anti-inflammatorischer Zytokine hat, wurde die Proteinsekretion in Seren, in den die Knie 
umgebenden Medien und in verschiedenen Organen der behandelten Mäuse mittels ELISA 
gemessen.  
3.2.5.1 Einfluss der Inhibierung von TAK1 auf die Zytokinexpression  
Für die Analyse der Zytokinproduktion in verschiedenen Organen wurden Milz, Leber, Ge-
lenke und Lymphknoten nach der Euthanasie entnommen, die Zellen isoliert und kultiviert. In 
den Zellüberständen wurde dann die Produktion verschiedener Zytokine mittels ELISA be-
stimmt. Hierbei wurde die Produktion der pro-inflammatorischen Zytokine TNFα, IL-1β, IL-
6, IL-17 und IFNγ sowie des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 untersucht und zusätz-
lich mit Serum verglichen. Die Ergebnisse für TNFα, IFNγ, IL-6 und IL-10 sind in Abbildung 
3-18 bis Abbildung 3-21 für die siCTR- und siTAK1-behandelten Mausgruppen dargestellt. 
IL-1β und IL-17 waren entweder nicht nachweisbar oder zeigten keine Unterschiede in den 
untersuchten Gruppen.  
 
Abbildung 3-18│Einfluss der Inhibierung von TAK1 auf die TNFα-Produktion in verschiedenen Organen von 
Mäusen mit Kollagen-induzierter Arthritis. Die Inhibierung von TAK1 führt im Vergleich zu den Kontrollmäu-
sen (siCTR) zu einer verminderten TNFα-Produktion im Serum, der Milz und den Gelenken. Ebenfalls ist die 
TNFα-Produktion in den Lymphknoten in der siTAK1-Gruppe leicht reduziert. In der Leber konnte kein Einfluss 
der siTAK1-Behandlung auf die TNFα-Produktion festgestellt werden.  
TNFα ist ein Schlüsselzytokin bei der Entstehung und Erhaltung der rheumatoiden Arthritis, 
und viele derzeitige Therapien basieren auf der Blockierung von TNFα. Durch die Behand-
lung arthritischer Mäuse mit einer TAK1-siRNA konnte die Produktion von TNFα in Blut, 
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Milz und den Gelenken im Vergleich zu siCTR-behandelten Kontrollmäusen deutlich redu-
ziert werden. Die Produktion von TNFα in Leber und Lymphknoten war relativ gering und es 
zeigte sich eine leichte Reduktion der TNFα-Prodution in der siTAK1-Gruppe in den 
Lymphknoten, nicht jedoch in der Leber (Abbildung 3-18, A).  
 
Abbildung 3-19│Einfluss der Inhibierung von TAK1 auf die IFNγ-Produktion in verschiedenen Organen von 
Mäusen mit Kollagen-induzierter Arthritis. Die Inhibierung von TAK1 führt im Vergleich zu den Kontrollmäu-
sen (siCTR) zu einer drastischen Reduktion der IFNγ-Produktion in der Milz. Weiterhin zeigt sich eine gering-
fügige Reduktion von IFNγ im Serum in den siTAK1-Mäusen, wobei hier die IFNγ-Produktion auch in den 
siCTR-Mäusen insgesamt nicht sehr hoch ist. In der Leber, den Gelenken und den Lymphknoten konnte weder 
bei siCTR noch in den siTAK-Mäusen eine Produktion von IFNγ nachgewiesen werden.  
IFNγ wird von Th1-Zellen produziert und fördert deren Proliferation, während es die Diffe-
renzierung und Proliferation von Th2-Zellen verhindert. Weiterhin spielt es eine Rolle in der 
Aktivierung von Makrophagen und Fibroblasten. Beim Nachweis von IFNγ in den verschie-
denen Organen von siCTR-behandelten Mäusen mit Kollagen-induzierter Arthritis zeigte 
sich, dass IFNγ in hohem Maße in der Milz produziert wird, während es im Blut nur gering-
fügig und in den anderen untersuchten Organen, wie Lymphknoten, Leber und den Gelenken 
gar nicht nachweisbar war. In den Mäusen, die mit einer siRNA gegen TAK1 behandelt wur-
den zeigte sich eine drastische Reduktion der IFNγ-Produktion in der Milz (Abbildung 3-19, 
B). Die Inhibierung von TAK1 verhindert also in großem Maß die IFNγ-Produktion in der 
Milz arthritischer Mäuse. Da sich jedoch die Th1-Zellzahl in der Milz durch die TAK1 Inhi-
bierung nicht ändert (vgl. 3.2.3, S.75), kann daraus geschlossen werden, dass die IFNγ-
Produktion in T-Zellen TAK1-abhängig erfolgt.  
IL-6 ist ebenfalls ein wichtiges Effektorzytokin, das sowohl mit lokalen als auch systemischen 
Symptomen der rheumatoiden Arthritis assoziiert ist. Es trägt in Tiermodellen wie der Kolla-
gen-induzierten Arthritis zur Induktion der Krankheit bei und eine Inhibierung von IL-6 führt 
zur Reduktion der Aktivität und der Symptome der rheumatoiden Arthritis. In den verschie-
denen untersuchten Organen von siCTR-Mäusen konnte eine starke Produktion von IL-6 im 
Blut, der Milz und den Gelenken nachgewiesen werden, wohingegen die Produktion in den 
Lymphknoten kaum nachweisbar war. Auch hier zeigte sich ein deutlicher Effekt in den    
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siTAK1 behandelten Mäusen auf die IL-6-Produktion in den verschiedenen Organen. So wur-
de durch die Inhibierung von TAK1 die IL-6-Produktion in Blut und Milz deutlich und in den 
Gelenken sogar sehr stark reduziert (Abbildung 3-20, S.82).  
 
Abbildung 3-20│Einfluss der Inhibierung von TAK1 auf die IL-6-Produktion in verschiedenen Organen von 
Mäusen mit Kollagen-induzierter Arthritis. Die Inhibierung von TAK1 führt im Vergleich zu den Kontrollmäu-
sen (siCTR) zu einer Verminderung der IL-6-Produktion im Serum, der Milz und den Gelenken. In den 
Lymphknoten der siCTR-Mäuse kann die Produktion von IL-6 kaum nachgewiesen werden und ist im Vergleich 
dazu in den siTAK1-Mäusen vernachlässigbar höher.  
 
Abbildung 3-21│Einfluss der Inhibierung von TAK1 auf die IL10-Produktion in verschiedenen Organen von 
Mäusen mit Kollagen-induzierter Arthritis. Die Inhibierung von TAK1 führt im Vergleich zu den Kontrollmäu-
sen (siCTR) zu einer verstärkten IL-10-Produktion im Serum, der Milz und in der Leber. In den Gelenken und 
den Lymphknoten hingegen ist die IL-10-Produktion in der siTAK1-behandelten Gruppe gegenüber den Kon-
trollmäusen reduziert.  
IL-10 ist ein anti-inflammatorisches Zytokin, das von Monozyten und Th2-Zellen produziert 
wird und unter anderem die Produktion von Th1-abhängigen Zytokinen hemmt. Eine Produk-
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tion von IL-10 konnte im Serum, der Milz, der Leber, den Lymphknoten und den Gelenken 
der Mäuse mit Kollagen-induzierter Arthritis nachgewiesen werden. Die Produktion wurde 
deutlich durch die Behandlung der Mäuse mit einer siRNA gegen TAK1 in Serum, Milz und 
Leber gegenüber den siCTR-behandelten Mäusen verstärkt. In den Gelenken und den 
Lymphknoten hingegen zeigte sich eine Inhibierung der IL-10-Produktion in der siTAK1-be-
handelten Gruppe im Vergleich zu den Kontrollen (Abbildung 3-21, S.82, D).  
Insgesamt konnte nachgewiesen werden, dass die Inhibierung von TAK1 durch die siRNA- 
Behandlung deutlich die Produktion verschiedener pro-inflammatorischer Zytokine wie IFNγ, 
TNFα und IL-6 in verschiedenen Organen der arthritischen Mäuse reduziert bei gleichzeitiger 
Verstärkung der Produktion des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 in Blut, Milz und Le-
ber.   
3.2.5.2 Einfluss der Inhibition von TAK1 auf die lokale Zytokinproduktion  
Um den Einfluss der Inhibition von TAK1 auf die lokale Entzündung zu untersuchen, wurde 
die Sekretion verschiedener Zytokine in Knie-umgebendes Medium untersucht. In Abbildung 
3-22, S.84 sind die Ergebnisse für TNFα, IL-1β und IL-6 in zwei voneinander unabhängigen 
Experimenten (A und B) dargestellt. Andere Zytokine wie IL-10, IL-17 und IFNγ waren nicht 
nachweisbar und sind nicht dargestellt.  
Die Sekretion von TNFα und IL-1 in das Knie umgebende Medium ist in allen untersuchten 
Mausgruppen gleich stark und wird durch die Inhibierung von TAK1 nicht beeinflusst 
(Abbildung 3-22, oberes und mittleres Diagramm). Die Sekretion von IL-6 hingegen ist im 
Vergleich zu den Kontrollgruppen in den siTAK1-behandelten Mäusen deutlich reduziert 
(Abbildung 3-22, unten). Der lokale Einfluss der TAK1-siRNA auf die Entzündung drückt 
sich also hauptsächlich in einer Reduktion der IL-6-Sekretion aus. Diese Ergebnisse bestäti-
gen die zuvor gezeigte Verminderung der IL-6-Produktion in den Gelenken (vgl. Abbildung 
3-20, S.82).  
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Abbildung 3-22│Einfluss der siTAK1-Behandlung auf die lokale Zytokinsekretion in Kollagen-induzierter 
Arthritis. Um den Einfluss der Inhibierung von TAK1 auf die lokale Entzündung zu untersuchen, wurde die 
Sekretion verschiedener Zytokine in Knie-umgebendes Medium mittels ELISA untersucht. In zwei unabhängi-
gen Experimenten (A und B) konnte gezeigt werden, dass die Inhibierung von TAK1 keinen Einfluss auf die 
lokale Produktion von TNFα (A und B, oben) und IL-1 (A und B, Mitte) hat. Hier sind keine Unterschiede zwi-
schen den Kontrollgruppen (CTR, siCTR) und siTAK1-behandelten Mäusen (siTAK1) feststellbar. Die Produk-
tion von IL-6 hingegen wird in beiden Experimenten durch die Inhibierung von TAK1 im Vergleich zu den 
Kontrollen reduziert (A und B, unten). 
3.2.6 Inhibierung der TAK1- und der Zytokin-Expression durch die si-
TAK1-Behandlung in der Milz  
In vorangegangenen Studien von Khoury et al., 2006 wurde die Bioverteilung von siRNA 
Lipoplexen nach der intravenösen in vivo-Applikation untersucht. Dabei zeigte sich, dass die 
Zielorgane der siRNA hauptsächlich die Milz, die Leber und die Lunge waren. Aufgrund 
dieser Studien und der Tatsache, dass die Expression verschiedener pro-inflammatorischer 
Zytokine in der Milz durch die siTAK1-Behandlung reduziert war (3.2.5.1, S.80), 
konzentrieren sich nachfolgende Studien bezüglich eines Wirkungsmechanismus der TAK1- 
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Abbildung 3-24│Einfluss der TAK1-Inhibition auf die Zytokin-Expression in der Milz arthritischer Mäuse. Die 
Expression von TNFα (A), IL-1β (B) und IL-6 (C) in der Milz ist in den siTAK1-behandelten Mäusen deutlich 
reduziert im Vergleich zu den Kontrollmäusen (siCTR). Die mit Enbrel-behandelten Mäuse zeigen eine stark 
verminderte IL-6-Expression in der Milz, wohingegen die TNFα- und IL-1β-Expression vergleichbar zu der 
siCTR-Gruppe ist. Zur Quantifizierung erfolgte die Normalisierung der zu vergleichenden Proben über das 
Haushalts-Gen GAPDH (Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase). 
Diese Ergebnisse belegen auf mRNA Ebene die zuvor gezeigten Daten aus der Milz (vgl. 
3.2.5.1, S.80), in denen auf Proteinebene mittels ELISA eine Reduktion der TNFα- und IL-6- 
Produktion in der Milz gezeigt werden konnte. Daraus kann die Schlussfolgerung gezogen 
werden, dass die Inhibierung von TAK1 ihre Wirkung in der Milz entfaltet und dort zu einer 
Reduktion der Produktion von IFNγ (vgl. 3.2.5.1, S.80), TNFα, IL-1β und IL-6 führt.  
3.2.7 Reduktion der TAK1 Expression in CD8+- und CD4+-Zellen der Milz  
Nachdem gezeigt werden konnte, dass die TAK1-Expression in der Milz aufgrund der siRNA 
Behandlung reduziert ist, stellte sich die Frage, welche Zelltypen davon betroffen sind und 
inwiefern diese mit der reduzierten Expression verschiedener Zytokine wie IFNγ, TNFα, IL-
1β und IL-6 sowie der erhöhten Expression des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 (vgl. 
3.2.5.1, S.80 und 3.2.6, S.84) korrelieren.  
Hierzu wurden verschiedene Zelltypen, die mit der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis in 
Verbindung gebracht werden können, isoliert. Dazu zählen Makrophagen (CD11b+), dendriti-
sche Zellen (CD11c+), T-Helferzellen (CD4+) und zytotoxische T-Zellen (CD8+). Diese wur-
den durch fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (FACS, 2.4.10.1, S.45) aus der Milz isoliert. 




   87 
Die Analyse der Expression von TAK1 in den isolierten Zellen erfolgte mittels quantitativer 
RT-PCR und ist in Abbildung 3-25 dargestellt.  
 
Abbildung 3-25│Einfluss der siRNA gegen TAK1 auf die Expression von TAK1 in verschiedenen aus der Milz 
isolierten Zelltypen. Makrophagen (CD11b+, A), dendritische Zellen (CD11b+, B), T-Helferzellen (CD4+, C) und 
zytotoxische T-Zellen (CD8+, D) wurden aus den Milzen arthritischer, siRNA-behandelter Mäuse isoliert und 
mittels quantitativer RT-PCR auf die Expression von TAK1 untersucht. Während in CD11b+- und CD11c+-
Zellen keine Reduktion der TAK1-Expression in den siTAK1-behandelten Mäusen festgestellt werden kann (A 
und B), zeigt sich in den CD4+-Zellen (C) eine leichte und in den CD8+-Zellen (D) eine starke Reduktion der 
TAK1-Expression in der siTAK1-behandelten Gruppe. Die TAK1-Expression wurde gegen das Haushalts-Gen 
GAPDH (Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase) abgeglichen.  
In den Makrophagen (CD11b+, A) und in den dendritischen Zellen (CD11c+, B) konnte dabei 
keine Reduktion der TAK1-Expression in den siTAK1-behandelten Mäusen festgestellt wer-
den. Die Expressionshöhen von TAK1 entsprechen hier denen der Kontrollmäuse bzw. sind in 
den dendritischen Zellen in der siTAK1-behandelten Gruppe sogar höher (A und B). Im Ge-
gensatz dazu konnte in den T-Zellen (C und D) eine Reduktion der TAK1-Expression in den 
siTAK1 behandelten Gruppen festgestellt werden. Diese ist in den zytotoxischen T-Zellen 
(CD8+, D) deutlich stärker als in den T-Helferzellen (CD4+, C).  
Die Behandlung der arthritischen Mäuse mit einer siRNA gegen TAK1 führt also zu der Re-
duktion der TAK1-Expression in zytotoxischen T-Zellen sowie in T-Helferzellen aus der 
Milz, nicht jedoch in Makrophagen oder dendritischen Zellen. Somit scheinen die T-Zellen 
die primären Zielzellen der systemisch applizierten siRNA gegen TAK1 in der Milz zu sein.  
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3.2.8 Beeinflussung der Zytokin-Expression von CD4+- und CD8+-Zellen in 
der Milz durch die Inhibierung von TAK1  
Nachdem gezeigt werden konnte, dass durch die Behandlung mit einer siRNA gegen TAK1 
die Expression von TAK1 in den T-Zellen der Milz reduziert wurde, stellte sich die Frage, ob 
dies zu der beobachteten Beeinflussung der Zytokin-Expression in der Milz führt. T-Zellen 
tragen wesentlich zum inflammatorischen Zytokinmilieu in der Pathogenese der rheumatoiden 
Arthritis bei. Sie sind die Hauptproduzenten von IFNγ, sind aber auch in die Produktion von 
TNFα, IL-10 und IL-6 involviert.  
Um zu untersuchen, ob die Inhibierung von TAK1 die Zytokin-Expression von CD4+- und 
CD8+-Zellen in der Milz beeinflusst, wurde die Produktion von IFNγ, TNFα und IL-10 in 
diesen Zellen durch intrazelluläre Zytokin-Färbung untersucht (vgl. 2.4.10.2, S.47). Die Aus-
wahl der Zytokine erfolgte aufgrund der Vorversuche, die gezeigt hatten, dass die Produktion 
von TNFα und IFNγ in der Milz reduziert und die Produktion von IL-10 gesteigert wird (vgl. 
3.2.5.1, S.80 und 3.2.6, S.84). Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-26, S.89 dargestellt.  
TNFα wird in hohem Maße von CD4+- und weniger von den CD8+-T-Zellen der Milz arthriti-
scher Mäuse produziert (Abbildung 3-26, A, siCTR). Die Behandlung mit einer siRNA gegen 
TAK1 bzw. Enbrel führt zu einer deutlichen Reduktion der TNFα-Produktion in den CD4+-
Zellen, wobei eine Verminderung um 65 % gegenüber der siCTR-behandelten Gruppe ver-
zeichnet werden kann. Da es sich bei Enbrel um einen TNFα-Blocker handelt, war diese Re-
duktion der TNFα-Produktion in der Enbrel-behandelten Gruppe durchaus zu erwarten. Er-
staunlich ist, dass mit der Inhibition von TAK1 durch die siRNA-Behandlung eine gleichwer-
tige Reduktion in der TNFα-Produktion erreicht werden kann. Bezüglich der TNFα-Produk-
tion von CD8+-Zellen kann ebenfalls eine Reduktion derselben verzeichnet werden, die sich 
bezogen auf den Ausgangswert bei den siCTR-behandelten Mäusen auf ~25 % in den si-
TAK1-Mäusen und ~50 % in den Enbrel Mäusen beläuft. Insgesamt kann man sagen, dass die 
Inhibition von TAK1 in den CD4+- und den CD8+-Zellen der Milz zu einer deutlichen Reduk-
tion der TNFα-Produktion in diesen Zellen führt, wobei die CD4+-Zellen stärker zur TNFα- 
Produktion in der Arthritis beitragen und diese auch verstärkt durch die Inhibition von TAK1 
reduziert werden kann (Abbildung 3-26, A).  
IL-10 ist ein anti-inflammatorisches Zytokin, das hauptsächlich von Th2-Zellen produziert 
wird, aber auch von Makrophagen und naiven T-Zellen. Es inhibiert die Produktion inflam-
matorischer Zytokine und fördert die Differenzierung von Th2-Zellen bei gleichzeitiger Inhi-
bition von Th1-Zellen. Der Einfluss der TAK1-Inhibition auf die IL-10-Produktion von 
CD4+- und CD8+- Zellen der Milz arthritischer Mäuse ist in Abbildung 3-26, B dargestellt. 
Hier wird die IL-10 Produktion von CD4+-Zellen in den siTAK1- und zu einem stärkeren 
Maß in den Enbrel-behandelten Gruppen gesteigert, während die IL-10-Produktion durch 
CD8+-Zellen in diesen Gruppen gegenüber den siCTR behandelten Gruppen vermindert wird. 
Es ergibt sich also eine gegenläufige Wirkung der Inhibition von TAK1 auf die IL-10-
Produktion, was sich in einer gesteigerten IL-10-Produktion durch CD4+-Zellen bei gleichzei-
tiger Verminderung der Produktion durch CD8+-Zellen ausdrückt (Abbildung 3-26, B).  
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Abbildung 3-26│Beeinflussung der Zytokin-Expression von CD4+- und CD8+-T-Zellen durch die Inhibierung 
von TAK1. CD4+- und CD8+-T-Zellen aus der Milz arthritischer, siTAK1-, siCTR- und Enbrel-behandelter Mäu-
se wurden hinsichtlich ihrer Zytokin-Produktion mittels intrazellulärer Zytokin-Färbung für TNFα (A), IL-10 (B) 
und IFNγ (C) untersucht. A. Die Produktion von TNFα ist in den CD4+-Zellen aus siTAK1- und Enbrel-
behandelten Gruppen im Vergleich zu den Kontrollzellen stark reduziert, während die Produktion von TNFα 
durch CD8+-Zellen nur leicht in der siTAK1- und Enbrel-Gruppe reduziert ist. B. Die CD4+- Zellen der siTAK1- 
und Enbrel-Gruppe zeigen eine erhöhte Produktion von IL-10, während diese in den CD8+-Zellen gegenüber der 
siCTR-Gruppe reduziert ist. C. Die IFNγ-Produktion in den CD8+-Zellen ist in der siTAK1-Gruppe deutlich, in 
der Enbrel-Gruppe leicht gegenüber der siCTR-Gruppe reduziert. In CD4+-Zellen ist die IFNγ-Produktion in 
allen Gruppen annähernd gleich.  
IFNγ ist ein maßgebliches Effektorzytokin von Th1-Zellen, das deren Proliferation fördert 
und die der Th2-Zellen inhibiert. Die Hauptproduzenten von IFNγ in der rheumatoiden 
Arthritis sind CD8+-Zellen, während die CD4+-Zellen in vergleichsweise geringen Mengen zu 
der IFNγ-Produktion beitragen. Dies zeigt sich auch in der Untersuchung der IFNγ-
Produktion durch CD4+- und CD8+-Zellen aus der Milz durch die intrazelluläre Zytokin-
Färbung in den siCTR-behandelten, arthritischen Mäusen (Abbildung 3-26, C). In den CD8+-
Zellen ist mehr als dreimal so viel IFNγ im Vergleich zu den CD4+-Zellen nachweisbar. Da-
bei wird die IFNγ-Produktion in den CD4+-Zellen durch die Behandlung mit der siRNA ge-
gen TAK1 bzw. durch die Behandlung mit Enbrel nicht beeinflusst und bleibt in allen Grup-
pen annähernd konstant. Im Gegensatz dazu zeigt sich eine deutliche Reduktion der IFNγ- 
Produktion durch die CD8+-Zellen in der siTAK1 Gruppe. Auch in den Enbrel behandelten 
Mäusen ist die IFNγ-Produktion im Vergleich zu der siCTR-Gruppe gesenkt, jedoch nicht so 
stark wie in der siTAK1-Gruppe. Die Inhibierung von TAK1 in den CD8+-Zellen der Milz 
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arthritischer Mäuse führt also zu einer starken Inhibition von IFNγ in diesen Zellen, während 
die IFNγ-Produktion durch die CD4+-Zellen nicht beeinflusst wird.  
Insgesamt kann also festgehalten werden, dass die nachweisliche Reduktion der TAK1-Ex-
pression in den CD4+- und CD8+-T-Zellen der Milz durch die siTAK1-Behandlung mit der 
Beeinflussung der Produktion verschiedener Zytokine korreliert. Dabei kann gegenüber den 
Kontrollen eine deutlich verminderte TNFα-Produktion durch CD4+- und CD8+-Zellen, eine 
verminderte IFNγ-Produktion durch CD8+-Zellen und eine erhöhte IL-10 Produktion durch 
CD4+-Zellen in den siTAK1-behandelten Mäusen festgestellt werden.  
Hierbei ist jedoch anzumerken, dass diese Ergebnisse nur auf einem durchgeführten Experi-
ment basieren, bei welchem die Milzzellen aller Mäuse einer Gruppe (5 Mäuse/Gruppe) zu-
sammengefasst wurden. Aus diesem Grund kann keine statistische Signifikanz angegeben 
werden und es bedarf auf jeden Fall weiterer Untersuchungen, um die Ergebnisse zu bestäti-
gen. Dabei sollte jedoch auch erwähnt werden, dass diese Untersuchungen sehr gut mit den 
bisherigen Ergebnissen der Zytokin-Expressionsmuster in der Milz übereinstimmen (vgl. 
3.2.5.1, S.80 und 3.2.6, S.84) und deshalb durchaus bedeutsam scheinen.  
3.2.9 Reduktion der TAK1-Expression in CD8+- und CD4+-Zellen der 
Lymphknoten  
Da die Behandlung arthritischer Mäuse mit der siRNA gegen TAK1 anscheinend hauptsäch-
lich die T-Zellen und deren Zytokin-Expressionmuster in der Milz zu beeinflussen schien, 
stellte sich die Frage, ob auch T-Zellen anderer lymphoider Organe wie z.B. die der 
Lymphknoten durch die siTAK1-Behandlung beeinflusst werden. Dazu wurden CD4+- und 
CD8+-T-Zellen aus den Lymphknoten der behandelten Mäuse isoliert und mittels quantitati-
ver RT-PCR die Expression von TAK1 in diesen Zellen untersucht. Die Ergebnisse sind in 
Abbildung 3-27, S.91 dargestellt. Es zeigt sich dabei, dass die Expression von TAK1 in der 
siTAK1-behandelten Gruppe, sowohl in CD4+-Zellen als auch in CD8+-Zellen der 
Lymphknoten gegenüber den siCTR- und den Enbrel-behandelten Gruppen deutlich reduziert 
ist (A und B). Dabei kann in beiden Zelltypen eine Reduktion der TAK1-Expression um ca. 
50 % im Vergleich zu den siCTR CD4+- und CD8+-Zellen festgestellt werden.  
Die Ergebnisse zeigen, dass die TAK1-Expression nicht nur in den T-Zellen der Milz sondern 
auch in den T-Zellen der Lymphknoten durch die Behandlung mit der TAK1-siRNA deutlich 
reduziert wird. Dies muss allerdings noch anhand weiterer Studien geprüft werden, da es nur 
das Ergebnis eines Experiments repräsentiert, d.h. dass die T-Zellen aus den Lymphknoten 
von 5 Mäusen pro Gruppe zusammengefasst und auf die TAK1-Expression hin untersucht 
wurden.  
Inwieweit T-Zellen anderer Organe oder andere Zelltypen in anderen Organen betroffen sind, 
muss noch weiter untersucht werden und wird ebenfalls Gegenstand weiterer Studien sein.  
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Abbildung 3-27│Einfluss der siTAK1-Behandlung auf die TAK1-Expression in CD4+- und CD8+-T-Zellen der 
Lymphknoten arthritischer Mäuse. T-Helferzellen (CD4+, A) und zytotoxische T-Zellen (CD8+, B) wurden aus 
den Lymphknoten arthritischer, siRNA- bzw. Enbrel-behandelter Mäuse isoliert und mittels quantitativer RT-
PCR auf die Expression von TAK1 untersucht. Dabei ist die TAK1-Expression sowohl in den CD4+- (A) als 
auch in den CD8+-Zellen (B) deutlich gegenüber den siCTR- bzw. Enbrel-behandelten Gruppen reduziert. Die 
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3.2.10 Beeinflussung der Zytokin-Expression von CD4+- und CD8+-Zellen 
in den Lymphknoten durch die Inhibierung von TAK1  
Nachdem gezeigt wurde, dass die TAK1-Expression in den CD4+- und den CD8+-T-Zellen 
der Lymphknoten ebenfalls in der siTAK1-Gruppe reduziert ist, wurde der Einfluss dieser Re-
duktion auf die Zytokinexpression von IFNγ und TNFα in diesen Zellen mittels quantitativer 
RT-PCR untersucht, da die Probenmengen für einen ELISA- oder eine FACS-Analyse nicht 
ausreichend waren. IL-10 war auf mRNA Ebene in diesen Zellen nicht nachweisbar. Die Er-
gebnisse sind in Abbildung 3-28 dargestellt.  
 
Abbildung 3-28│Einfluss der TAK1 Inhibition auf die Zytokinexpression in CD4+ und CD8+ T-Zellen der 
Lymphknoten arthritischer Mäuse. Mittels quantitativer RT-PCR wurde die Expression von TNFα (B und D) 
und IFNγ (A und C) in CD4+- (A und B) und CD8+- (C und D) Zellen aus den Lymphknoten arthritischer, 
siCTR, siTAK1 oder Enbrel behandelter Mäuse untersucht. Dabei zeigte sich eine Reduktion von TNFα als auch 
IFNγ in beiden, CD4+ und CD8+, Zelltypen. Zur Quantifizierung erfolgte die Normalisierung der zu vergleichen-
den Proben über das Haushalts-Gen GAPDH (Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase). 
Es zeigt sich sowohl in CD4+- als auch in CD8+-Zellen eine deutliche Reduktion der TNFα- 
sowie der IFNγ-Expression (A-D). Die Inhibierung von TAK1 beeinflusst also die Expression 
der Zytokine TNFα und IFNγ durch CD4+- und CD8+-Zellen aus den Lymphknoten. Auch 
diese Ergebnisse müssen durch weitere Experimente weiter bestätigt werden und basieren nur 
auf den Daten eines Experiments, bei dem die CD4+- bzw. CD8+-Zellen aus den Lymphkno-
ten von 5 Mäusen pro Gruppe zusammengefasst wurden.  
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Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine Inhibierung von TAK1 
in vitro mit der inflammatorischen Signalweiterleitung in einer Makrophagenzelllinie und 
einer mesenchymalen Vorläuferzelllinie interferiert (vgl. 3.1, S.59). Eine auf diesen Beobach-
tungen aufbauende kurative Behandlung von Kollagen-induzierter Arthritis in Mäusen durch 
systemische Applikation einer siRNA gegen TAK1 zeigte eine therapeutische Wirkung. Diese 
ging mit einer Reduktion der Pfotenschwellung, des Arthritiswertes und der Häufigkeit in den 
mit einer siRNA gegen TAK1 behandelten Mäusen einher. Die Ergebnisse dieser Studie las-
sen darauf schließen, dass die siRNA-vermittelte Inhibierung von TAK1 ihre anti-
inflammatorische Wirkung maßgeblich in der Milz, aber auch in den Lymphknoten entfaltet 
und dort die Produktion von inflammatorischen Zytokinen, wie IFNγ, TNFα, IL1β und IL-6 
durch zytotoxische T-Zellen und T-Helferzellen inhibiert sowie das anti-inflammatorische 
Zytokin IL-10 stimuliert. Dieser Einfluss auf die T-Zellen ist jedoch nicht auf die Beeinflus-
sung der Proliferation von T-Zellen oder einer Verschiebung des Gleichgewichts zwischen 
den T-Helferzellpopulationen Th1 und Th2 zurückzuführen, woraus auf eine direkte Involvie-
rung von TAK1 in die Zytokin-Produktion in diesen Zellen geschlossen werden muss.  
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4 Diskussion  
Die rheumatoide Arthritis ist eine Autoimmunerkrankung unbekannter Ursache, in deren Ver-
lauf es zu einer starken Entzündungsreaktion in den Gelenken kommt. Dabei werden Knochen 
und Knorpel im Gelenk angegriffen und abgebaut (Firestein, 2003). Die Entzündung als auch 
die Gelenkdegradation wird maßgeblich durch die Produktion von inflammatorischen Zytoki-
nen vermittelt, die in einem komplexen Netzwerk agieren (McInnes, et al., 2007). Derzeitige 
Therapien, wie zum Beispiel der Einsatz sogenannter TNFα-Blocker, basieren auf der Inhibie-
rung pro-inflammatorischer Zytokine, wobei große Erfolge in der Behandlung von Patienten 
mit rheumatoider Arthritis erreicht werden konnten. Dennoch gibt es gewisse Limitierungen 
der Behandlung, da unter anderem viele Patienten nicht auf eine TNFα-basierte Therapie ans-
prechen. Dies und andere Gründe resultieren in immer neuen Therapieansätzen und der Suche 
nach alternativen Therapiestrategien. Dabei werden auch große Anstrengungen im Bereich 
der gentherapeutischen Administration gemacht, sei es über virale Vektoren oder den Transfer 
ex vivo-veränderter Zellen.  
Dabei sind unter anderem auch Moleküle der Signalweiterleitung in den Vordergrund getre-
ten. Zytokine aktivieren durch die Bindung an ihre Zelloberflächenrezeptoren verschiedene 
Signalkaskaden, die wiederum die Produktion weiterer Zytokine als auch von Matrix-zerstö-
renden Proteasen fördern. Wichtige Signalkaskaden in der rheumatoiden Arthritis sind die 
Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) sowie der Nuklear-Faktor-κ-B (NFκB), die alle 
in aktivierter Form im rheumatoiden Synovium nachgewiesen werden können (Simmonds, et 
al., 2008; Schett, et al., 2000). Ein wesentlicher Bestandteil der Signalweiterleitung in 
MAPK- und NFκB-Kaskaden ist die TGF-β-aktivierte-Kinase-1 (TAK1), die jedoch auch in 
BMP- (‚bone morphogenetic protein‘) und TGF-β-induzierten Differenzierungsprozessen eine 
Rolle spielt (Hoffmann, et al., 2005; Shim, et al., 2005; Shibuya, et al., 1998). Aufgrund die-
ser Schlüsselposition in verschiedenen Signalwegen stellt die Inhibierung von TAK1 ein po-
tentielles Ziel zur therapeutischen Behandlung entzündlicher Krankheiten wie der rheumatoi-
den Arthritis dar.   
4.1 Gentherapeutische Strategien 
4.1.1 siRNAs zur Behandlung rheumatischer Erkrankungen   
In der vorliegenden Arbeit konnte mittels einer siRNA-basierten anti-TAK1 Strategie gezeigt 
werden, dass die Inhibition von TAK1 einen therapeutischen Effekt auf die rheumatoide 
Arthritis im Mausmodell hatte.   
Die siRNA-Technologie ist ein natürlich vorkommender Mechanismus zur sequenzspezifi-
schen Inhibierung der Genexpression, der von eukaryotischen Zellen verwendet wird, um die 
Expression endogener Gene zu hemmen. In vitro ist die Verwendung von siRNAs schon zu 
einer Standardtechnik geworden, doch bietet sie mittlerweile auch ein enormes Potential für 
klinische Anwendungen und siRNA-basierte Therapien befinden sich schon in der klinischen 
Entwicklungsphase für verschiedene Krankheiten wie der Makuladegeneration (Shen, et al., 
2006; Cashman, et al., 2006), Hepatitis B (Wu, et al., 2005) und C (Kim, et al., 2006), Asthma 
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(Popescu, 2005), Chorea Huntington (Wang, et al., 2005), Diabetes (Xu, et al., 2007; Xu, et 
al., 2005) und Krebs (Chen, et al., 2006; Filieur, et al., 2003).  
Die Verwendung von siRNAs zur therapeutischen Behandlung von inflammatorischen Krank-
heiten wie der rheumatoiden Arthritis ist ein noch relativ neuer und innovativer Anwendungs-
bereich. Bisher existieren nur wenige Veröffentlichungen, die eine siRNA-basierte Inhibition 
zur therapeutischen Anwendung in einem Arthritismodell zeigen. Dies ist zum einen auf die 
Instabilität der siRNA-Moleküle, die vor allem bei einer systemischen Applikation durch 
RNasen und durch die Eliminierung durch die Nieren vermittelt wird, und zum anderen auf 
eine geringe Transfektionseffizienz zurückzuführen (Soutschek, et al., 2004). Für den syste-
mischen Einsatz in vivo müssen den siRNAs „Medikamenten-ähnliche“ Eigenschaften verlie-
hen werden, wie Stabilität, zellulärer Zugang und biologische Verfügbarkeit in den Geweben. 
Dazu wurden zahlreiche, nicht-virale Ansätze, wie chemische siRNA-Stabilisation oder Mo-
difikation, Einkapselung der siRNA in Liposomen und die Bindung der siRNA an kationische 
oder andere Trägerpartikel getestet (Sioud, et al., 2003; Crombrez, et al., 2007; Howard, et al., 
2006). Durch die Verwendung eines neuartigem Systems für die systemische Applikation der     
siRNA, das auf der Komplexierung mit einem kationischen Liposomengemisch und einer 
Carrier-DNA beruht (Lipoplexe) und von der Arbeitsgruppe um Christian Jorgensen in Frank-
reich entwickelt wurde, konnte in der vorliegenden Arbeit ein für siRNA-Applikationen lang-
anhaltender Effekt bei gleichzeitiger Verwendung von niedrigen siRNA-Dosen erreicht wer-
den. Die Frequenz der Behandlung konnte dabei auf eine einmalige wöchentliche Applikation 
reduziert werden, wobei nur 10 µg siRNA pro Maus injiziert wurden (Khoury, et al., 2006). In 
anderen in vivo-Studien wurden siRNAs dreimal wöchentlich bis hin zu täglich appliziert um 
einen gleichbleibenden Effekt zu erzielen, wobei bis zu sechsmal mehr siRNA pro Maus ein-
gesetzt wurde (Morrissey, et al., 2005; Soutschek, et al., 2004). Die Verwendung von Lipo-
plexen erhöht also scheinbar die Zirkulationszeit und/oder verstärkt die Aufnahme bzw. den 
Erhalt der siRNA in den Geweben. Dabei verstärkt die Komplexierung mit dem kationischen 
Liposomen-Gemisch die Stabilität der siRNA und schützt diese vor dem Abbau von Nuklea-
sen, während die zugesetzte Carrier-DNA verwendet wird um die Partikelgröße der Lipoplexe 
in den nanometrischen Bereich anzuheben und damit eine weitere Stabilisierung zu gewähr-
leisten, die eine längere Zirkulationszeit im Serum mit sich bringt. Dieses System wurde be-
reits in vorherigen Studien mit einer siRNA basierten anti-TNFα-Therapie erfolgreich in Kol-
lagen-induzierter Arthritis getestet (Khoury, et al., 2006), wobei die anti-TAK1 Therapie 
durchaus vergleichbare Ergebnisse bezüglich des Arthritiswertes und der Ausprägung der 
Arthritis zeigte und damit eine wirkliche Alternative zu einer TNFα-basierten Therapie dar-
stellen könnte.  
Bezüglich der Nebeneffekte und Sicherheitsrisiken einer siRNA-basierten Therapie gibt es 
Beobachtungen über siRNA-induzierte Immunantworten in Immunzellen, insbesondere die 
Induktion einer IFN-Antwort. Einige synthetische siRNAs induzieren pro-inflammatorische 
Zytokine, wie IFNγ, TNFα und IL-6 (Diebold, et al., 2004; Heil, et al., 2004). Jedoch verursa-
chen nicht alle siRNAs solche Antworten und es konnte gezeigt werden, dass diese immun-
stimulatorischen Effekte sequenzspezifisch auftreten, d.h., dass nur einige Sequenzen inflam-
matorische Antworten auslösen, während andere keinen Effekt haben (Sioud, 2005). Inwie-
weit die Sequenz der TAK1-spezifischen siRNA derartige Effekte auslöst muss noch einge-
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hender untersucht werden. In den durchgeführten Versuchen allerdings konnten keine toxi-
schen Effekte der siRNA Behandlung beobachtet werden, was auch auf die Verwendung der 
sehr geringen Mengen an siRNA (0,5 mg/kg) zurückzuführen sein könnte. Es wurde bis zu 
sechsmal weniger siRNA eingesetzt als in den Studien, die eine IFN-Antwort durch die    
siRNA-Gabe beobachteten. Von Khoury et al. wurde gezeigt, dass durch die auch in dieser 
Arbeit verwendeten Liposomen zusammen mit der Carrier-DNA keine IFN-Antwort ausgelöst 
wird (Khoury, et al., 2006). Außerdem scheint die IFN-Antwort vorzugsweise von siRNAs 
ausgelöst zu werden, die von shRNAs (‚short-hairpin RNAs‘) herrühren und über Plasmide 
oder lentivirale Konstrukte exprimiert werden (Bridge, et al., 2003). Die potentielle Induktion 
einer IFN-Antwort würde sicherlich ein großes Hindernis für die klinische Anwendung von 
siRNAs bedeuten und muss auf jeden Fall weiter untersucht werden.  
Insgesamt kann festgehalten werden, dass im Bereich der in vivo-Applikation von siRNAs 
große Fortschritte bezüglich der Stabilität und der Transfektionseffizienz gemacht werden 
konnten. Dabei zeigt sich ein großes Potential für zukünftige klinische Anwendungen in der 
rheumatoiden Arthritis, wobei jedoch definitiv immer noch weitere Verbesserungen insbe-
sondere der Stabilität notwendig sein werden. Die Verwendung von siRNAs als therapeuti-
sche Strategie zur Behandlung von rheumatoider Arthritis könnte dabei eine wirkliche Alter-
native zu derzeitigen Therapien darstellen.  
4.1.2 Viral basierte Inhibierung von TAK1   
Da die rheumatoide Arthritis eine chronische Erkrankung ist, die einer Langzeit-Behandlung 
bedarf, sollte eine entsprechende gentherapeutische Strategie eine Inhibierung von TAK1 über 
einen längeren Zeitraum gewährleisten. Da der Lipoplex-vermittelte siRNA-Effekt nur über 
einen relativ kurzen Zeitraum von einer Woche aufrechterhalten werden kann, sollte über al-
ternative Strategien nachgedacht werden. Eine davon könnte die Transkription der siRNAs 
von geeigneten Expressionsplasmiden oder viralen Vektoren in den Zielzellen sein. Diese 
Strategie eignet sich allerdings mehr zur lokalen Inhibierung in spezifischen Geweben als für 
eine systemische Administration. Für siRNAs werden derzeit fünf verschiedene virale Vekto-
ren verwendet, die Lentiviren, Adenoviren, Adeno-assoziierte Viren (AAVs) und Baculovi-
ren. Dabei konnte die Effektivität von lentiviralen und adeno-assoziierten Vektoren, die the-
rapeutische Moleküle exprimieren, schon erfolgreich in Modellen der rheumatoiden Arthritis 
getestet werden (Apparailly, et al., 2002; Kato, et al., 2005). Der Einsatz von Lentiviren in der 
rheumatoiden Arthritis ist vorteilhaft, da sie die Fähigkeit besitzen ruhende Zellen, wie infilt-
rierende Makrophagen und synoviale Zellen im rheumatoiden Pannus, zu infizieren und dabei 
eine stabile Genexpression gewährleisten (Gouze, et al., 2003). Dies verhindert eine immer 
neue Administration des Therapeutikums und ist eine vorteilhafte Strategie bei der Behand-
lung chronischer Erkrankungen. Dabei bieten virale Systeme einen weiteren Vorteil, da in 
speziellen Plasmiden die Genexpression induziert werden kann. Ein Beispiel ist auch das in 
den in vitro-Studien der vorliegenden Arbeit an mesenchymalen Vorläuferzellen verwendete 
Tetrazyklin-basierte System, bei welchem die Genexpression nur in Anwesenheit des Tetra-
zyklin-Analogons Doxyzyklin erfolgt (vgl. 2.5.2, S.49). Diese Art der Genexpressionskontrol-
le gewährleistet, dass die Genexpression, je nach Krankheitszustand an- bzw. abgeschaltet 
werden könnte und bildet eine wichtige Grundlage bei der Behandlung von Krankheiten, die 
eine ständige Anpassung der Therapie an die wechselnde Krankheitsaktivität, wie sie bei der 
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rheumatoiden Arthritis vorkommt, erfordern (Van de Loo, et al., 2004; Chernajovsky, et al., 
2004; Moitz, et al., 2006). Mit der Doxyzyklin-abhängigen Genexpression in einem lentivira-
len System könnte diese Limitierung derzeitiger Therapien umgangen werden, da das thera-
peutische Transgen über einen langen Zeitraum kontrolliert freigesetzt und folglich sowohl 
die Effizienz als auch die Nebenwirkungen der Therapie reduziert werden könnte (Van de 
Loo, et al., 2004; Traister, et al., 2008). Zum anderen ist die Verwendung von Lentiviren an 
sich vorteilhaft, da diese in hohen Titern produziert werden können. Sie infizieren sowohl sich 
teilende als auch nicht-teilende Zellen und können stabil in das Wirtsgenom integriert werden. 
Damit ist eine dauerhafte Genexpression gewährleistet, was für eine Langzeittherapie not-
wendig ist. Natürlich gibt es bei der Verwendung von Lentiviren auch Nachteile, die die the-
rapeutische Nutzbarkeit einschränken. So integrieren Lentiviren an einer zufälligen Stelle in 
das Genom und können dadurch Mutationen hervorrufen und zur Onkogenese führen, was 
jedoch auch für andere Retroviren gilt, die stabil ins Genom integriert werden (Chernajovsky, 
et al., 2004; Connolly, 2002). 
Im Bezug auf TAK1 könnte auch ein lentivirales System zur Expression der dominant-
negativen Form von TAK1 als Alternative zur Inhibierung der endogenen TAK1 Expression 
durch siRNAs verwendet werden.  
4.2 Welche Vorteile bietet eine anti-TAK1 Strategie gegenüber 
anderen Signalmolekülen?  
Die Inhibierung von Signalmolekülen als eine anti-rheumatische Strategie zur Behandlung der 
rheumatoiden Arthritis steht schon seit längerem im Fokus der Forschung. Dabei wurden bis-
her große Anstrengungen bei der Inhibierung der MAPK p38 und des Transkriptionsfaktors 
NFκB unternommen, die jedoch von zahlreichen Nebenwirkungen begleitet werden und des-
halb in ihrer klinischen Anwendbarkeit eingeschränkt sind. Natürlich werden deshalb auch 
andere Moleküle der Signaltransduktion für eine therapeutische Strategie in Erwägung gezo-
gen. Dazu gehört u.a. auch die MAPK-aktivierte Proteinkinase 2 (MK2), eine im Signalweg 
unterhalb von p38 gelegene Kinase (Hegen, et al., 2006). TAK1 hingegen liegt im Signalweg 
oberhalb von p38 und kann dadurch nicht nur p38 Signalwege, sondern auch NFκB Signal-
wege beeinflussen. Dabei ist das Targeting von TAK1 als anti-rheumatische Strategie neu und 
wurde vorher noch nicht in in vivo Modellen für Arthritis getestet.   
4.2.1 TAK1 im Vergleich zu p38 und NFκB 
NFκB Moleküle umfassen eine Familie von Transkriptionsfaktoren, die eine zentrale Rolle in 
Immun- und Entzündungsprozessen spielen und in die Pathogenese der rheumatoiden Arthri-
tis impliziert sind (Ghosh, et al., 1998; Han, et al., 1998). Makarov richtete 1997 als Erster die 
Aufmerksamkeit auf die zentrale Rolle von NFκB bei der Expression von Genen, die mit der 
Entzündung und Gewebezerstörung der rheumatoiden Arthritis assoziiert sind (Makarov, et 
al., 1997). Seitdem wurden viele Versuche unternommen, um die NFκB-Aktivität als thera-
peutische Strategie zur Behandlung von rheumatoider Arthritis zu blockieren. Gen-basierte 
Ansätze umfassen unter anderem die Verwendung von Adenoviren zur Gabe von ‚super‘ IκB 
(Inhibitor von NFκB, der resistent gegen Phosphorylierung und damit gegen den Abbau durch 
das Proteasom ist) oder eine dominant-negative Form von IKK-β (IκB Kinase-β) sowie die 
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Transfektion mit sogenannten ‚decoy‘-Oligonukleotiden. Alle diese Ansätze erwiesen sich in 
Tiermodellen für rheumatoide Arthritis als effektiv (Miagkov, et al., 1998; Tak, et al., 2001; 
Tomita, et al., 1999).  Obwohl schon 10 Jahre seit dem ersten Versuch NFκB als therapeuti-
sches Ziel zur Behandlung der rheumatoiden Arthritis einzusetzen vergangen sind, konnte 
kein NFκB-basierter Therapieansatz bis in die Klinik vordringen. Es gibt Berichte über Klini-
sche Phase I Studien mit ‚decoy‘-Oligonukleotiden aus dem Jahr 2003, die jedoch bis heute 
keine weitere Erwähnung finden (Nakagami, et al., 2006). Neben den zahllosen Berichten 
über die Schlüsselrolle von NFκB in inflammatorischen Krankheiten gibt es nämlich auch 
eine Reihe von Sicherheitsrisiken, die die Blockierung von NFκB mit sich bringt. NFκB spielt 
eine wichtige Rolle bei der Wirtsverteidigung, Homöostase, dem Überleben von Zellen und 
der Stressantwort. Eine systemische Inhibition birgt aus diesen Gründen enorme Risiken 
(Firestein, 2004). Einige Defekte in der Wirtsverteidigung, die mit der Blockierung von NFκB 
einhergehen, konnten schon identifiziert werden, wie eine erhöhte Anfälligkeit für Infektio-
nen, z.B. mit Listeria monocytogenes (Sha, et al., 1995). Weiterhin birgt die durch eine NFκB 
Inhibierung induzierte Apoptose ein hohes Potential für Kollateralschäden in normalen oder 
physiologisch gestressten Geweben. Dabei ist ein wichtiges Beispiel die hepatische Apoptose, 
die in IKK-2- oder RelA-knockout Mäusen beobachtet werden kann (Tanaka, et al., 1999). In 
Krankheiten, die durch eine erhöhte TNFα-Produktion gekennzeichnet sind, wie die rheuma-
toide Arthritis, könnten demnach die Risiken einer TNFα-induzierten Apoptose durch die 
NFκB-Blockierung amplifiziert werden (Firestein, 2004). IKK-2 spielt auch eine wichtige 
Rolle in der Entwicklung von B-Zellen, weswegen eine Inhibition von IKK-2 signifikante 
Einflüsse auf die Antikörper-Produktion, die Bildung von germinalen Zentren und der Rei-
fung von lymphoiden Geweben haben könnte (Pasparakis, et al., 2002).  
Diese Beteiligung an vielen wichtigen Immunprozessen macht die Inhibierung von NFκB für 
die Behandlung der rheumatoiden Arthritis schwierig und es ist die Frage inwieweit dabei die 
Vorteile die Nachteile überwiegen. Eine Möglichkeit die Nebeneffekte zumindest teilweise zu 
umgehen wäre es, die NFκB Aktivität zu modulieren statt sie ganz zu blockieren.  
Im Vergleich dazu ist TAK1 als therapeutisches Ziel insofern vorteilhaft, als dass nicht alle 
NFκB-abhängigen Prozesse durch TAK1 vermittelt werden. Z.B. ist TAK1 zwar an der B-
Zell-Rezeptor vermittelten Aktivierung von NFκB beteiligt (Shinohara, et al., 2005; Sun, et 
al., 2004), aber in primären B-Zellen für die NFκB-Aktivierung entbehrlich (Sato, et al., 
2005). So wird über TAK1 eine Zelltyp-spezifische NFκB-Inhibierung erreicht. Darüber-
hinaus können über TAK1 nicht nur NFκB-abhängige Signalwege, sondern zusätzlich die 
MAPK-Signalwege wie p38 und JNK beeinflusst werden, was den Einfluss und das Wir-
kungsspektrum einer anti-TAK1 Strategie deutlich gegenüber der Inhibierung der einzelnen 
Kinasen oder NFκB erhöht. Gleichzeitig ist dies jedoch auch risikobehaftet, da gerade durch 
eine Beteiligung an vielen verschiedenen Signalwegen auch das Risiko von amplifizierten 
Nebenwirkungen entsteht. Diese müssen bei einer TAK1 basierten Strategie ebenso abgewo-
gen und untersucht werden, wie es für NFκB und p38 der Fall ist.  
p38 ist eine MAPK, die an vielen inflammatorischen Prozessen beteiligt ist und in der Patho-
genese der rheumatoiden Arthritis eine Rolle spielt. Genau aus diesen Gründen stellt auch die 
Inhibierung von p38 ein vielversprechendes, therapeutisches Ziel dar. Verschiedene p38 Inhi-
bitoren haben sich als effizient bei der Behandlung von rheumatoider Arthritis im Tiermodell 
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erwiesen (Kumar, et al., 2003) und befinden sich bereits in pre-klinischen Testphasen. Dabei 
zeigten die meisten der getesteten Inhibitoren Nebeneffekte, wie Ausschlag, Infektionen und 
gastrointestinale Intoleranz, weswegen weitere Testphasen häufig eingestellt wurden 
(Schindler, et al., 2007).  
Eine andere Strategie beeinhaltet die Verwendung von kleinen Molekülinhibitoren (‚small 
molecule inhibitors‘) für p38, die bei oraler Anwendung eine hohe Bioverfügbarkeit aufwei-
sen. Diese zeigten vielversprechende Ergebnisse in verschiedenen Tiermodellen der rheuma-
toiden Arthritis, wobei sie sowohl anti-inflammatorische Effekte als auch eine verminderte 
Gelenkschädigung zur Folge hatten (Sweeney, et al., 2004). Die Verwendung von kleinen 
Molekülinhibitoren für TAK1 könnte ebenso eine Alternative zu der siRNA basierten Inhibie-
rung darstellen. Dabei tritt jedoch bei der Verwendung von kleinen Molekülinhibitoren von 
verschiedenen Kinasen und regulatorischen Proteinen das Problem der Spezifität auf. Es ist 
schwer, wirklich selektive Inhibitoren zu entwickeln, da viele an ATP-Bindungsstellen mit 
signifikanter Homologie binden. Dabei ist die Untersuchung der Spezifität für alle möglichen 
ATP-Bindungsstellen sowie für andere ATP- und Substrat-spezifischen Bindungsstellen ge-
nauso problematisch (Firestein, 2004).  
4.3 Therapie der rheumatoiden Arthritis mit Hilfe einer anti-
TAK1 Strategie  
Die Behandlung von Mäusen mit Kollagen-induzierter Arthritis mit einer siRNA gegen TAK1 
zeigte gute, therapeutische Effekte auf den Verlauf und den Schweregrad der Arthritis, wobei 
Pfotenschwellung, Arthritiswert und Inzidenz dramatisch gegenüber den Kontrollen reduziert 
werden konnten (vgl. 3.2.2, S.67). Diese Ergebnisse konnten in mehreren voneinander unab-
hängigen Experimenten reproduziert werden und zeigen zum ersten Mal in vivo, dass TAK1 
durch seine Schlüsselposition in verschiedenen pro-inflammatorischen Signalwegen eine 
wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis spielt 
und damit ein vielversprechendes, neues Ziel für eine Behandlung der rheumatoiden Arthritis 
darstellen könnte.   
4.3.1 Kurative Behandlung von Arthritis im Tiermodell 
Viele Versuchsansätze auf der Suche nach neuen Therapien und Zielen zur Behandlung der 
rheumatoiden Arthritis beruhen auf einer präventiven Behandlung, bei der eine Applikation 
des Therapeutikums vor der klinischen Manifestation der Krankheit erfolgt. Unter diesen Be-
dingungen zeigen viele der getesteten Agenzien eine gute Wirkung und verhindern oder ver-
zögern den Einsatz der Arthritis. Unter therapeutischen Bedingungen, d.h. nach dem Einsatz 
der Arthritis, kann der scheinbar anti-rheumatische Effekt in den meisten Fällen jedoch nicht 
bestätigt werden (unter anderem Sabino, et al., 1999; Ranges, et al., 1985; Mori, et al., 1996). 
Ein präventives Modell lässt also meist keine Aussage über die Effektivität der Behandlung in 
einer etablierten Arthritis zu, da sich die zellulären und inflammatorischen Bedingungen vor 
und nach Einsatz der Arthritis natürlich stark verändern. Der Erfolg einer präventiven Be-
handlung impliziert deshalb keineswegs einen erfolgreichen, therapeutischen Einsatz in einer 
etablierten Arthritis. In der Praxis sind präventive Behandlungen im Falle der rheumatoiden 
Arthritis ebenfalls nicht durchführbar, da meist erst nach dem Einsetzen der Krankheit durch 
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die auftretenden Symptome eine Diagnose erfolgt und aufgrund dieser dann entsprechende 
Behandlungen folgen.  
Vor diesem Hintergrund unterstreicht der in dieser Arbeit verwendete kurative Versuchsan-
satz, bei dem die Behandlung erst nach dem Einsatz der klinischen Manifestation der Krank-
heit erfolgte, die therapeutische Effizienz der Inhibierung von TAK1 auf die rheumatoide 
Arthritis. Dabei konnte die Entzündungsreaktion im Gelenk durch die Behandlung nicht nur 
gestoppt, sondern auch gemildert werden, was die Inhibition von TAK1 eine vielversprechen-
des Ziel zur Therapie der rheumatoiden Arthritis macht.  
4.3.2 T-Zellen als Effektoren der siTAK1 Therapie  
Bei der Aufklärung zellulärer und molekularer Mechanismen lag der Fokus der Untersuchun-
gen auf der Milz, da dort eine signifikante Aufnahme der Liposomen-vermittelten systemi-
schen siRNA erfolgt (Sorensen, et al., 2003). Die Aufnahme wird durch die in dieser Arbeit 
verwendeten siRNA-Lipoplexe, die mit einer Carrier-DNA komplexiert sind, deutlich gegen-
über einer nur Liposomen-vermittelten siRNA-Gabe erhöht, wie durch Khoury et al. 2006 
gezeigt werden konnte. Auch in der vorliegenden Studie wurde die TAK1-Expression in der 
Milz durch die siTAK1-Behandlung gegenüber den Kontrollen reduziert (Abbildung 3-23, 
S.85). Die Milz ist ein in den Blutkreislauf eingeschaltetes, peripheres Lymphorgan, weswe-
gen die verstärkte Aufnahme der siRNA durch dieses Organ nach der systemischen Applika-
tion nicht verwunderlich ist. Interessanterweise jedoch konnten durch die Untersuchung ver-
schiedener, aus der Milz isolierter Zelltypen die T-Zellen als Zielzellen der siTAK1 Behand-
lung identifiziert werden, wobei hauptsächlich zytotoxischen T-Zellen und T-Helferzellen 
(Abbildung 3-25, S.87) betroffen waren. Hier zeigte sich eine deutliche Reduktion der TAK1- 
Expression auf mRNA-Ebene sowie die Inhibierung der Expression der pro-
inflammatorischen Zytokine IFNγ, IL-6 und TNFα als auch eine erhöhte Expression des anti-
inflammatorischen Zytokins IL-10 (Abbildung 3-26, S.89). 
Diese Befunde waren insofern erstaunlich, als dass aufgrund vorangegangener Studien von 
Khoury et al. 2006 ursprünglich angenommen wurde, dass hauptsächlich Makrophagen von 
den siRNA-Lipoplexen in vivo betroffen sein würden und so davon ausgegangen wurde, dass 
die zuvor beobachteten Veränderungen der Zytokinexpresssion in der Milz auf die verminder-
te Sekretion durch Makrophagen zurückzuführen sein könnte. Dies konnte jedoch bei der 
Analyse isolierter Makrophagen aus der Milz siTAK1-behandelter Mäuse nicht bestätigt wer-
den. Hier war weder eine Reduktion der TAK1-Expression (Abbildung 3-25, S.87), noch eine 
Veränderung der Zytokin-Expression (nicht dargestellt) nachweisbar, weswegen die Makro-
phagen als direkte Zielzellen der siRNA-Lipoplexe in der Milz ausgeschlossen wurden. Statt-
dessen wurden die T-Zellen als Ziele der siRNA-Lipoplexe in der Milz identifiziert. In diesem 
Zusammenhang konnte erstaunlicherweise auch gezeigt werden, dass ebenfalls die zytotoxi-
schen T-Zellen und T-Helferzellen der Lymphknoten von der Behandlung betroffen sind. 
Auch hier zeigte sich eine Reduktion der TAK1-Expression auf mRNA-Ebene (Abbildung 3-
27, S.91) sowie eine reduzierte Expression der Zytokine IFNγ und TNFα (Abbildung 3-28, 
S.92). Die T-Zellen sind also die maßgeblichen Effektoren der siTAK1-Behandlung in den 
peripheren Lymphorganen und der beobachtete, therapeutische Effekt ist damit auf die Modu-
lation der Produktion der T-Zellzytokine IFNγ, TNFα, IL-6 und IL-10 zurückzuführen.  
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T-Zellen als Zielzellen der siTAK1-Behandlung sind unter verschiedenen Gesichtspunkten  
sehr interessant. In einem klassischen Paradigma der rheumatoiden Arthritis bezüglich der 
Pathologie der Arthritis werden die T-Zellen als maßgeblich für die Entstehung und Aufrecht-
erhaltung der Krankheit postuliert (Mosmann, et al., 1986). Diese Schlüsselfunktion wird 
auch durch die Tatsache gestärkt, das die Kollagen-induzierte Arthritis als experimentelles 
Modell für die humane Erkrankung T-Zell vermittelt ist (Fournier, 2005; Doncarli, et al., 
1997). Die Entdeckung der neuen Th17-Zellpopulation, die direkt in die Pathogenese der 
Krankheit involviert sind, rückte die T-Zellen wieder in den Vordergrund (Lubberts, et al., 
2005). Viele derzeitige Therapieansätze versuchen die Aktivität der T-Zellen zu beeinflussen, 
jedoch mit meist weniger guten Erfolgen, wie Ansätze mit Cyclosporin, CD4- und CD52-
spezifischen Antikörpern gezeigt haben (Keystone, 2003). Deshalb ist es umso interessanter, 
dass durch die Inhibition eines Signalmoleküls wie TAK1 in den T-Zellen, diese so entschei-
dend in ihren krankheitsmodifizierenden Aktivitäten eingeschränkt werden und dies offen-
sichtlich einen neuen Ansatz bietet um die T-Zellen und ihre Effktorzytokine zu beeinflussen. 
So bietet das Targeting von TAK1 durch die siRNA zwei Vorteile: Zum einen werden durch 
die systemische Administration der Lipoplexe die peripheren Lymphorgane erreicht -die 
Hauptproduzenten der T-Lymphozyten-, in denen gezielt die T-Zellen von der Behandlung 
betroffen sind und zum anderen die offensichtlich wesentliche Rolle von TAK1 bei der Pro-
duktion der T-Zell-Effektorzytokine.  
Die vorliegende Studie unterstützt demnach die Hypothese einer T-Zell vermittelten Krank-
heit, wobei auch hier gezeigt werden konnte, dass die T-Helferzellen in dieser Hinsicht eine 
wesentliche Rolle spielen. Welche Th-Subpopulation (Th1/Th2/Th17) dabei besonders von 
der TAK1-Inhibition betroffen ist, werden weitere Studien zeigen. Die vorliegenden Ergeb-
nisse lassen jedoch darauf schließen, dass hauptsächlich Th1-Zellen betroffen sind, da diese 
IFNγ produzieren und die Inhibierung von TAK1 die IFNγ-Produktion reduziert. Dabei ver-
ändert die Inhibition von TAK1 jedoch ganz offensichtlich nicht die Antigen-spezifische Pro-
liferation der T-Zellen oder beeinflusst das Verhältnis von Th1- zu Th2-Zellen. Aus diesem 
Grund muss angenommen werden, dass die IFNγ-Produktion in den T-Zellen TAK1-abhängig 
erfolgt.  
Eine Rolle von TAK1 in der adaptiven Immunität und damit in T-Zellen ist bereits in der Li-
teratur beschrieben (Sato, et al., 2005). Studien an Jurkat T-Zellen und DT40 B-Zellen zeigen, 
dass TAK1 an der T-Zell-Rezeptor (TCR)- und B-Zell-Rezeptor (BCR)- vermittelten Aktivie-
rung von NFκB beteiligt ist (Shinohara, et al., 2005; Sun, et al., 2004). In reifen Thymozyten 
ist TAK1 für die T-Zell Rezeptor-vermittelten zellulären Immunantworten und die Aktivie-
rung von NFκB und JNK notwendig, wohingegen in Effektor-T-Zellen die T-Zell-Rezeptor- 
vermittelte Produktion von Zytokinen durch die Abwesenheit von TAK1 nicht beeinflusst 
wird und nur eine geringe Verminderung der JNK-Aktivität zu verzeichnen ist (Wan, et al., 
2006). Diese Beobachtungen stehen insofern im Wiederspruch zu der vorliegenden Arbeit, als 
dass hier ganz offensichtlich die Effektor-T-Zellen durch die Inhibierung von TAK1 in ihrer 
Fähigkeit der Zytokinproduktion beeinträchtigt werden. Eine Analyse der beteiligten Signal-
wege und mögliche Mechanismen sollten diese Diskrepanz jedoch aufklären können.  
Weiterhin scheint TAK1 mit der Reifung von Thymozyten zu interferieren. Dies konnte in 
einer Studie von Liu et al. 2006 gezeigt werden. Dabei führte die Inhibierung von TAK1 zu 
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einer gestörten Entwicklung, wobei die T-Zellen die Entwicklung von dem doppel-positiven 
(DP) Stadium (CD4+CD8+) in das single-positive (SP) Stadium (CD4+ oder CD8+) nicht über-
leben. Dies führt zu einer signifikanten Reduktion von naiven T-Zellen in den peripheren 
Geweben (Liu, et al., 2006). Eine derartige Beobachtung konnte in der vorliegenden Studie 
nicht gemacht werden. Es zeigten sich keine Unterschiede in der Anzahl der peripheren 
CD4+- und CD8+-Zellen in der Milz zwischen den siCTR und den siTAK1 behandelten Mäu-
sen, was auf eine mangelnde Aufnahme der siRNA gegen TAK1 durch den Thymus oder 
durch die Thymozyten an sich zurückzuführen sein konnte. Um diesbezüglich mehr Klarheit 
zu bekommen sollten in Folgestudien Thymus und Thymozyten eingehender untersucht wer-
den.  
Ein weiterer Aspekt der im Zusammenhang von TAK1 und T-Zellen nicht außer Acht gelas-
sen werden sollte ist, dass TAK1 eine wesentliche Rolle bei der Bildung von regulatorischen 
T-Zellen spielt, wobei die Inhibierung von TAK1 die Differenzierung von regulatorischen T-
Zellen beeinträchtigt (Sato, et al., 2006). Da regulatorische T-Zellen eine wichtige Rolle bei 
der Regulation der Selbsttoleranz und damit bei der Entstehung von Autoimmkrankheiten 
haben, sollte der Einfluss der siRNA-basierten Inhibierung von TAK1 im Arthritismodell auf 
die regulatorischen T-Zellen in weiteren Studien untersucht werden.  
Eine neue Beobachtung ist, dass TAK1 auch mit der Zytokinexpression in zytotoxischen T-
Zellen zu interferieren scheint. Diese sind die Hauptproduzenten von IFNγ, die durch die In-
hibierung von TAK1 deutlich reduziert wurde. Dies zeigt eindrucksvoll, dass TAK1 an we-
sentlich mehr Prozessen in verschiedenen Zelltypen beteiligt ist und die zytotoxischen T-
Zellen dazu gezählt werden müssen.  
4.3.3 Die Inhibition von TAK1 moduliert die Zytokin-Expression in rheu-
matoider Arthritis  
Wie bereits erwähnt konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Inhibierung 
von TAK1 mit einer Modulation wichtiger, in die Pathogenese der rheumatoiden Arthritis 
involvierter Zytokine einhergeht. Eine Reduktion von IFNγ, IL-6, IL-1β und TNFα sowie eine 
Induktion der Produktion des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 konnte dabei durch ver-
schiedene Methoden wie ELISA, intrazelluläre Zytokinfärbung und quantitativer-PCR nach-
gewiesen werden.  
Obgleich die Hauptproduzenten von IL-1β, IL-6 und TNFα Makrophagen sind, tragen die T-
Zellen auch wesentlich zu deren Expression bei. Ein sekundärer Effekt auf die Makrophagen, 
der durch die Inhibierung von TAK1 in den T-Zellen ausgelöst wird und so deren Zytokin-
produktion beeinflusst ist eher unwahrscheinlich, da Analysen der Zytokinproduktion durch 
die Makrophagen keine Veränderungen zwischen der siCTR- und der siTAK1-Gruppe zeigte 
(Daten nicht dargestellt). Aus diesem Grund scheint TAK1 in den T-Zellen in die Produktion 
der genannten Zytokine direkt involviert zu sein. Die direkte Beeinflussung der Produktion 
mehrerer Zytokine durch die Inhibition von TAK1 stellt einen weiteren wesentlichen Vorteil 
der Strategie eine Signalkinase, die ziemlich weit oben in den Signalwegen angesiedelt ist, als 
Ziel zu verwenden, dar. Der therapeutische Effekt der siTAK1-Behandlung ist demnach auch 
hauptsächlich auf die Modulation dieser Zytokine zurückzuführen.  
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Die Schlüsselrolle von TNFα in der rheumatoiden Arthritis ist spätestens seit der sehr erfolg-
reichen Anwendung von TNFα-Blockern in der therapeutischen Behandlung von Arthritis 
eine unumstrittene Tatsache. Die Inhibierung von TAK1 führt ebenfalls zu einer Reduktion 
der TNFα-Produktion im Serum, der Milz, den Gelenken und den Lymphknoten. In den 
Lymphknoten und in der Milz ist dies wie im Abschnitt zuvor beschrieben auf die T-Zellen, 
insbesondere die T-Helferzellen, zurückzuführen. Hier zeigte sich erstaunlicherweise, dass die 
Reduktion der TNFα Produktion in den T-Helferzellen durch die TAK1 Inhibition in gleicher 
Intensität erfolgte, wie durch einen zur Therapie bereits eingesetzten TNFα-Blocker mit dem 
Namen Enbrel (vgl.Abbildung 3-26, S.89) (Fleischmann, et al., 2002). Dies lässt darauf 
schließen, dass ein wesentlicher Teil der beobachteten Effekte der TAK1-Inhibierung auf die 
Kollagen-induzierte Arthritis durch die Reduktion der TNFα Produktion zurückzuführen ist. 
Eine Behandlung von Arthritis durch die Blockierung von TNFα geht mit der Reduktion von 
IL-6 im Serum einher (Maini, et al., 2000). Eine lokale Inhibierung von IL-6 konnte auch in 
der Studie von Khoury et al. 2006 nach der Behandlung von Kollagen-induzierter Arthritis 
mit einer siRNA gegen TNFα gezeigt werden. Diese Beobachtungen legen nahe, dass auch 
die in der vorliegenden Arbeit gezeigte Verminderung der IL-6-Produktion zumindest teilwei-
se in den Gelenken und im Serum auf die Inhibierung von TNFα zurückgeführt werden kann. 
Dennoch erscheint die Inhibierung von IL-6 durch die siTAK1-Behandlung umfassender zu 
sein als in den erwähnten Studien. Sie kann nicht nur lokal in den Gelenken bzw. den Knie-
umgebenden Medien gezeigt werden, sondern auch in der Milz. Inwieweit auch dort eine 
Verbindung zwischen der Reduktion von TNFα und IL-6 besteht ist unklar, erscheint aber 
durchaus wahrscheinlich. Eine Beteiligung durch die Inhibierung von TAK1 an der vermin-
derten IL-6-Produktion ist dabei jedoch nicht auszuschließen, könnte allerdings auch auf die 
gesteigerte Produktion des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 zurückzuführen sein. Von 
Hempel et al. konnte 1995 gezeigt werden, dass IL-10 die Produktion von IL-6 durch T-
Zellen direkt inhibiert (Hempel, et al., 1995). Im Zusammenhang der verminderten lokalen 
IL-6-Produktion könnte diese auch auf eine verminderte Sekretion durch die Synoviozyten 
erfolgen. Hammaker et al. konnten in ihren Studien 2007 zeigen, dass die Inhibierung von 
TAK1 in Synoviozyten zu einer verminderten IL-6 Produktion führt. Durch die Tatsache, dass 
die siRNA-Lipoplexe stärker das rheumatoide Gelenk als normale Gelenke erreichen und dass 
noch nicht bekannt ist, welche Zielzellen die siRNA-Behandlung im arthritischen Gelenk hat, 
sollte diese Möglichkeit nicht ausgeschlossen werden. Generell ist die Produktion von IL-6 
mit lokalen und systemischen Symptomen der rheumatoiden Arthritis assoziiert und die IL-6 
Mengen in den Patienten korrelieren mit den klinischen Symptomen und dem Schweregrad 
der Krankheit (Cronstein, 2007). Die wichtige Funktion von IL-6 bei der Pathogenese der 
rheumatoiden Arthritis wird auch dadurch belegt, dass IL-6 für die Induktion der Kollagen-
induzierten Arthritis benötigt wird (Alonzi, et al., 1998; Sasai, et al., 1999). Derzeitige klini-
sche Tests der Phase III laufen mit einem IL-6 Rezeptor-spezifischen Antikörper namens To-
cilizumab und lassen auf eine nahezu gleiche Effektivität wie TNFα-gerichtete Ansätze 
schließen (McInnes, et al., 2007; Wendling, et al., 1993; Smolen, et al., 2003).  
Interessant ist jedoch auch die bereits erwähnte Induktion der Produktion des anti-
inflammatorischen Zytokins IL-10. Dieses wird im Serum, der Milz und der Leber in der si-
TAK1 behandelten Gruppe hochreguliert, während es in den Gelenken und den Lymphknoten 
deutlich niedriger exprimiert wird als in den Kontroll-Gruppen. Diese gegenteilige Regulation 
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zeigt sich auch später in den Analysen auf Zellebene. In T-Helferzellen wird die Produktion 
von IL-10 gesteigert, während sie in den zytotoxischen T-Zellen reduziert wird. Erstaunli-
cherweise kann derselbe Effekt in diesen Zellen durch die Behandlung mit dem TNFα-
Blocker Enbrel beobachtet werden, so dass die Vermutung nahe liegt, dass die IL-10 Produk-
tion durch die T-Zellen eng mit der Inhibierung von TNFα verknüpft ist. TNFα ist ein Th1- 
Zytokin, während IL-10 ein Th2-Zytokin darstellt. Da sich die verschiedenen T-
Helferzellpopulationen über die Sekretion charakteristischer Zytokine gegenseitig regulieren, 
liegt die Vermutung nahe, dass durch die reduzierte TNFα Sekretion durch Th1-Zellen die IL-
10-Produktion von Th2-Zellen gefördert wird oder vice versa. Jedenfalls ist die erhöhte Pro-
duktion des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 vorteilhaft bei der Behandlung von rheu-
matoider Arthritis, weswegen es auch die Grundlage für verschiedene Therapieansätze bietet. 
Die in vivo-Administration von IL-10 milderte die Kollagen-induzierte Arthritis in Mäusen 
(Walmsley, et al., 1996). In einem klinischen Phase I Versuch mit rekombinantem, humanen 
IL-10 konnte ebenfalls eine Besserung der Krankheitsaktivität beobachtet werden (Maini, et 
al., 1997). Studien über die Administration von IL-10 produzierenden mesenchymalen 
Stammzellen in Mäuse mit Kollagen-induzierter Arthritis zeigten jedoch recht widersprüchli-
che Ergebnisse (Choi, et al., 2008; Djouad, et al., 2005).  
Bezüglich der IFNγ-Beteiligung an der Pathogenese der rheumatoiden Arthirtis gibt es sehr 
gegenteilige Berichte: zum einen ist IFNγ kaum im rheumatoiden Synovium nachweisbar, 
monoklonale Antikörper gegen IFNγ zeigen wenig Effizienz und IFNγ scheint einerseits  in 
der Lage eine etablierte Arthritis in Mäusen zu mildern, fördert aber andererseits das Auftre-
ten von Arthritis in gesunden Mäusen (Manoury-Schwartz B, 1997; Boissier MC, 1995). 
Nichtsdestotrotz wird generell von einer pathologischen Beteiligung von IFNγ an der rheuma-
toiden Arthritis ausgegangen. Die Kollagen-induzierte Arthritis ist wie bereits erwähnt Th1- 
vermittelt und IFNγ ist ein wesentliches Effektorzytokin der Th1-Zellen, welches ihre Prolife-
ration und Differenzierung fördert. Die in der vorliegenden Arbeit gezeigte Reduktion der 
IFNγ-Produktion durch die Inhibierung von TAK1 geht nicht mit einer verminderten Th1- 
Antwort einher, weswegen von einer direkten Beteiligung von TAK1 an der  IFNγ-Produktion 
in T-Helferzellen ausgegangen wird.  
4.4 TAK1 und die Geweberegeneration  
Die Schlüsselposition von TAK1 sowohl in inflammatorischen Signalwegen als auch in Diffe-
renzierungsprozessen macht TAK1 zu einem attraktiven Ziel für die Behandlung der rheuma-
toiden Arthritis. Bisherige Therapien konzentrieren sich hauptsächlich auf die Eindämmung 
und Kontrolle der Inflammation und nur wenige therapeutische Ansätze beschäftigen sich mit 
der Beeinflussung der Gewebeheilung. Viele Patienten haben jedoch bereits einen Gelenk-
schaden durch eine vorangeschrittene Krankheit erlitten, weswegen auch die Regeneration 
von skeletalem Gewebe ein wichtiges therapeutisches Ziel in der Behandlung der rheumatoi-
den Arthritis ist (De Bari, et al., 2006).  
Mesenchymale Vorläuferzellen sind in die Gewebebildung involviert und im rheumatoiden 
Synovium vorhanden, wo sie beim Remodeling des geschädigten Knorpels eine Rolle spielen. 
Die hohen Konzentrationen von IL-1β und TNFα im rheumatoiden Synovium beeinflussen 
dabei das Differenzierungspotential der Vorläuferzellen (Murakami, et al., 2000) und verhin-
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dern so neben anderen in die Geweberegeneration involvierten Prozessen, die Reparatur der 
entstehenden Knorpelschäden durch die mesenchymalen Progenitorzellen (Alsalameh, et al., 
2004). In vorigen Studien konnte gezeigt werden, dass die Inaktivierung von TAK1 durch die 
Expression einer dominant-negativen Form (dnTAK1) in der mesenchymalen Progenitorzell-
linie C3H10T½ mit einer gesteigerten BMP2-induzierten Osteogenese einhergeht, während 
die Expression der Wildtyp-Form von TAK1 diese inhibiert (Hoffmann, et al., 2005). In der 
vorliegenden Arbeit konnte durch die lentivirale Expression von dnTAK1 gezeigt werden, 
dass TAK1 in den mesenchymalen Vorläuferzellen nicht nur in die Weiterleitung von Diffe-
renzierungsprozessen involviert ist, sondern auch mit den IL1β-induzierten Signalwegen p38, 
JNK und NFκB interferiert (3.1.1, S.59). Diese Ergebnisse für mesenchymale Progenitorzel-
len könnten die Grundlage für weitere, gentherapeutische in vivo-Studien darstellen, welche 
die Administration lentiviral modifizierter, mesenchymaler Stammzellen, die eine inaktive 
Form von TAK1 exprimieren, in Mäuse mit Kollagen-induzierter Arthritis umfassen könnte. 
Dabei sind mesenchymale Stammzellen nicht nur in der Lage zum Ort der Entzündung zu 
migrieren, sondern besitzen auch immunsuppressive Eigenschaften in vivo (Rasmusson, et al., 
2005; Aggarwal, et al., 2005; Glennie, et al., 2005). Die Expression einer inaktiven Form von 
TAK1 könnte in diesem Zusammenhang verstärkt die Differenzierungseigenschaften der 
Stammzellen in Knochen- und Knorpelgewebe fördern und damit der Gelenkdegradation in 
der rheumatoiden Arthritis entgegenwirken sowie die Weiterleitung inflammatorischer Sig-
nalwege im Gelenk beeinflussen und hemmen. Die mesenchymalen Stammzellen wären auf-
grund ihrer Differenzierungseigenschaften und ihrer immunsuppressiven Aktivitäten ebenfalls 
von Vorteil.  
Im Hinblick auf die Geweberegeneration fördert die Inhibierung von TAK1 nicht nur die 
BMP2-abhängige osteogene Differenzierung von mesenchymalen Vorläuferzellen, sondern ist 
auch in die Osteoklastogenese involviert (Hoffmann, et al., 2005; Mizukami, et al., 2002). 
RANKL (Rezeptor-Aktivator von NFκB Ligand) interagiert mit seinem Rezeptor RANK, der 
auf Osteoklasten-Vorläufern und reifen Osteoklasten exprimiert wird, und fördert dadurch die 
Differenzierung, das Überleben und die Fähigkeit der Knochenresorption von Osteoklasten 
(Hofbauer, et al., 2000; Suda, et al., 1999). Unter rheumatischen Bedingungen wird die Ge-
lenkdegradation unter anderem durch eine stark erhöhte Osteoklastenaktivität vermittelt 
(Schett, 2007). Da TAK1 eine zentrale Rolle bei der  Signalweiterleitung des RANKL-RANK 
spielt, könnte eine Inhibierung von TAK1 mit einer verminderten Osteoklastogenese einher-
gehen und so die Gewebedegradation im rheumatischen Gelenk inhibieren (Mizukami, et al., 
2002; Huang, et al., 2006).  
Mit der Inhibierung von TAK1 könnte demnach beides, die Inflammation als auch die Gewe-
bedegradation bei einer gleichzeitigen Erhöhung der Geweberegeneration vermindert werden. 
Dies ist insofern neu, als dass die drei wichtigsten, therapeutischen Ziele in der Behandlung 
der rheumatoiden Arthritis durch nur ein therapeutisches Ziel beeinflusst werden könnten. Die 
Beeinflussung der Inflammation bei der rheumatoiden Arthritis durch die Inhibierung von 
TAK1 konnte in der vorliegenden Studie bereits in vivo gezeigt werden. Inwieweit der Pro-
zess der Gelenkdegradation ebenfalls durch die Inhibition von TAK1 vermindert werden kann 
und vielleicht sogar regenerative Einflüsse auf Knochen und Knorpelgewebe im rheumati-
schen Gelenk hat wird derzeit von einer Arbeitsgruppe um Georg Schett an Gewebeproben 
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von Pfoten und Knien aus den siTAK1 behandelten Mäusen untersucht. Erste Ergebnisse zei-
gen dabei eine deutliche Reduktion des entzündeten Bereichs im Gelenk und deuten auf eine 
reduzierte Gewebedegradation hin.   
Ein lokaler Effekt im Kniegelenk durch die systemische Administration der siRNA gegen 
TAK1 ist hierbei durchaus denkbar. In vorherigen Studien mit der gleichen Applikationsstra-
tegie für die siRNAs, das auch in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde, konnten Khoury 
et al. zeigen, dass bei der Verwendung einer siRNA gegen TNFα die TNFα-Produktion lokal 
im Gelenk deutlich reduziert war. Hierbei ist die siRNA-Aktivität in entzündeten Gelenken 
arthritischer Mäuse sogar deutlich gegenüber normalen Gelenken erhöht, was wahrscheinlich 
auf die Neovaskularisierung in den arthritischen Gelenken zurückzuführen ist (Khoury, et al., 
2006). 
4.5 Hat die TAK1-Therapie zur Behandlung rheumatoider 
Arthritis eine Realisierungschance bei Menschen?  
Die Behandlung von Kollagen-induzierter Arthritis durch die siRNA-basierte Inhibierung von 
TAK1 führte zu einem deutlichen therapeutischen Effekt, der durch eine reduzierte Entzün-
dungsreaktion in den Gelenken gekennzeichnet ist und auf zellulärer Ebene hauptsächlich 
über zytotoxische T-Zellen und T-Helferzellen vermittelt wird. Dabei ist Sekretion pro-
inflammatorischer Zytokine durch die T-Zellen infolge der Inhibierung von TAK1 deutlich 
reduziert und ist wahrscheinlich für den therapeutischen Effekt der siTAK1-Behandlung ver-
antwortlich.  
Neben der bereits diskutierten Verwendung von siRNAs als gentherapeutische Strategie zur 
Behandlung von rheumatoider Arthritis stellt sich auch die Frage, inwiefern eine Inhibition 
von TAK1 eine therapeutisch anwendbare Alternative zu derzeitigen Therapien darstellt. Ob-
wohl in dem Kollagen-induzierten Arthritismodell deutliche therapeutische Erfolge gezeigt 
werden konnten und die Arthritis durch die Inhibierung von TAK1 stark vermindert wird, gibt 
es bezüglich einer klinischen Anwendung verschiedene Aspekte die zu berücksichtigen sind 
und die vor allem auf die biologische Rolle von TAK1 zurückzuführen sind.  
Die Krankheit konnte in dieser Studie durch die TAK1 Inhibition nicht geheilt werden und 
das Einstellen der Behandlung resultiert in einem Wiederauftreten der Krankheit, wie die 
durchgeführten Experimente an dem Kollagen-induzierten Arthirtismodell gezeigt haben. 
Deshalb wäre für einen dauerhaften, therapeutischen Effekt eine wiederholte, systemische 
Zufuhr nötig und das über einen langen Zeitraum, da die Arthritis für Jahrzehnte, wenn nicht 
ein ganzes Leben andauern kann und eine langzeitliche Behandlung deshalb unvermeidlich 
ist. Dies würde einerseits einen erhöhten Kostenfaktor implizieren und könnte andererseits 
auch aufgrund der möglicherweise auftretenden Nebenwirkungen auf lange Sicht gesehen ein 
Gesundheitsrisiko darstellen. Um die wiederholte systemische Applikation zu umgehen, wür-
de sich eine Virus-vermittelte und damit stabile Inhibition von TAK1 über die Expression von 
shRNAs (‚small hairpin‘ RNAs) anbieten, die dann lokal ins Gelenk injiziert werden könnten. 
Dabei stellt sich natürlich die Frage, ob eine lokale Inhibierung von TAK1 ähnliche Effekte 
wie die systemische Inhibition hat, da die beobachteten Effekte auf die Kollagen-induzierte 
Arthritis durch die systemische, siRNA vermittelte Inhibierung von TAK1 in der vorliegen-
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den Arbeit hauptsächlich auf die Beeinflussung der T-Zellen in der Milz und den Lymphkno-
ten zurückgeführt werden kann. Der Ansatz einer lokalen Inhibierung von TAK1 durch die 
Applikation in das Kniegelenk müsste in weiteren in vivo-Studien an einem Kollagen-
induzierten Arthritismodell evaluiert werden. Dies könnte auch über die erwähnte Inaktivie-
rung von TAK1 durch die lentivirale Expression einer dominant-negativen Form von TAK1 
erfolgen. Eine lokale Injektion ist jedoch auf die klinische Anwendung übertragen ebenfalls 
schwierig durchführbar. Jede Strategie hat seine ganz eigenen Vor- und Nachteile und die Pro 
und Kontras müssen dabei bei der Anwendung in Tiermodellen abgewägt werden.  
Insgesamt konnte jedoch in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Inhibierung von TAK1 
eine neue, erfolgsversprechende Strategie zur Behandlung der rheumatoiden Arthritis ist, da 
hier auf der Ebene der Signalweiterleitung in das inflammatorische Geschehen eingegriffen 
wird. Damit eröffnet sie eine Alternative zu Zytokin-basierten Therapien und bietet einige 
Vorteile. Zum einen können durch die Inhibierung einer in den Signalwegen weit oben gele-
genen Kinase wie TAK1 mehrere Signalwege, die an der Inflammation beteiligt sind, beeinf-
lusst werden wie die MAPK-Signalwege p38 und JNK als auch der NFκB-Signalweg. Die 
dadurch bedingte Beeinflussung der Produktion verschiedener, in die Pathogenese der Arthri-
tis involvierter Zytokine und Matrix-abbauenden Proteasen eröffnet ein breiteres Wirkungs-
spektrum auf verschiedenen Ebenen der Krankheit, als es eine auf einem Zytokin-basierende 
Therapie tut. Die beschriebenen Nebeneffekte, wie das erhöhte Infektionsrisiko und der Kos-
tenaufwand, die eine anti-TAK1 Therapie implizieren könnte, wären mit denen einer TNFα- 
basierten Therapie vergleichbar, wobei jedoch auf diese Art und Weise auch Patienten, die 
nicht auf eine anti-TNFα Therapie ansprechen, behandelt werden könnten. Es bleiben noch 
viele Fragen bezüglich des Wirkungsmechanismus der TAK1 Inhibition auf die rheumatoide 
Arthritis offen. Es konnte zwar gezeigt werden, dass maßgeblich die zytotoxischen T-Zellen, 
sowie die T-Helferzellen der Milz betroffen sind und die Expression verschiedener, pro-
inflammatorischer Zytokine deutlich reduziert wurde, aber welche Signalwege in den T-
Zellen betroffen sind, welche Zelltypen im Gelenk durch die TAK1 Inhibierung betroffen 
werden und ob die Inhibierung von TAK1 auch zu einer Verminderung der Gelenkdegradati-
on bzw. einer Regeneration von Knochen und Knorpel im Gelenk führen kann, wird Gegens-
tand weiterer Studien sein.   
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5 Zusammenfassung  
Die rheumatoide Arthritis ist eine chronische Autoimmunerkrankung in deren Verlauf es zu 
es zu der Entzündung und Degradation mehrerer Gelenke (Polyarthritis) kommt. Die Krank-
heit betrifft 1% der Bevölkerung und ist durch Invalidität und erhöhter Mortalität gekenn-
zeichnet. Limitierungen derzeitiger Therapien, wie z.B. den TNFα-Blockern, machen machen 
die Suche nach neuen Therapiestrategien zu einem wichtigen Ziel in der Rheumaforschung.  
Neben den klassischen Zytokin-basierten Ansätzen wurde in dieser Arbeit die Hypothese 
postuliert und untersucht, dass auch Faktoren der Signaltransduktion zur therapeutischen 
Intervention genutzt werden können. Die TGF-β-aktivierte-Kinase-1 (TAK1) ist eine 
MAP3K, die neben TGF-β und BMP vermittelten Differenzierungsprozessen auch mit den 
inflammatorischen IL-1-, TNFα- und LPS-vermittelten Signalwegen interferiert. Aktuelle 
Studien zeigen, dass TAK1 ein Schlüsselmolekül bei der Regulation von inflammatorischen 
Prozessen ist. Wir gingen daher davon aus, dass eine systemische anti-TAK1 Strategie mögli-
cherweise einen neuen Weg für die therapeutische Behandlung der rheumatoiden Arthritis 
darstellen kann.  
In der vorliegenden Doktorarbeit wurde erstmals der therapeutische Effekt einer systemischen 
siRNA vermittelten Inhibition von TAK1 in vivo in einem experimentellen und kurativen 
Modell der Kollagen-induzierten Arthritis in Mäusen untersucht. Dabei zeigte sich eine sehr 
gute therapeutische Wirkung der anti-TAK1 Strategie, die mit stark verminderten Pfoten-
schwellungen, Arthritiswerten und Arthritishäufigkeiten einherging und mit einer anti-TNFα 
Strategie vergleichbare Ergebnisse zeigte.   
Im Verlauf der Studien konnte außerdem gezeigt werden, dass der therapeutische Effekt maß-
geblich auf die verminderte Sekretion der pro-inflammatorischen Zytokine IFNγ, IL-6, IL-1β 
und TNFα und der verstärkten Produktion des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 zurück-
zuführen ist. Als maßgebliche Produzenten dieser Zytokine und Effektoren der anti-TAK1 
Behandlung stellten sich nicht wie erwartet Makrophagen, sondern interessanterweise zytoto-
xische T-Zellen und T-Helferzellen der Milz und der Lymphknoten heraus.      
siRNA basierte Therapien werden bereits klinisch für die Behandlung verschiedener Krank-
heiten wie der Makuladegeneration, Hepatitis B und C, Asthma, Diabetes und Krebs einge-
setzt. Die Verwendung von siRNAs zur Therapie von rheumatoider Arthritis ist noch in der 
Entwicklungsphase, doch zeigt unter anderem die vorliegende Arbeit, dass sie eine bedeuten-
de Alternative zu anderen, gentherapeutischen Strategien darstellen kann.  
Insgesamt zeigt diese Arbeit erstmalig, dass über Signalmediatoren wie die MAP-Kinase Ki-
nase Kinase TAK1 die Möglichkeit besteht in verschiedene Zelltypen und Signalwege einzug-
reifen und damit die Produktion mehrerer Zytokine zu beeinflussen. Durch eine ebenfalls 
wichtige Rolle von TAK1 in Differenzierungsprozessen und der Gewebedegradation könnte 
die anti-TAK1 Strategie ebenfalls auf der Ebene der Gewebedegradation und –regeneration 
vorteilhaft sein. TAK1 bietet, demnach ein potentielles, neues Ziel in der Behandlung von 
rheumatoider Arthritis.  
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6 Anhang  
6.1 Geräte  
Zentrifugen:    Eppendorf Centrifuge 5417R  
             Heraues Biofuge pico  
             Heraues Megafuge 1.0 R  
             Sorvall RC5C  
Mikroskope:    Leitz Labovert FS (Lichtmikroskop) mit 
     Intas 3-Chip-Farb-Video-Kamera 
     Zeiss Axiovert S100 (Fluoreszenzmikroskop) 
     mit Leica Digitalkamera DC200  
Elektrotransformationsapparatur:   Bio-Rad Gene Pulser  
Geldokumentation:        INTAS Gel Imager mit Misubishi Thermo Digital Video 
     Printer P93DW      
PCR-Apparatur:         Applied Biosystems, GeneAMP PCR System 2400 
             Applied Biosystems, GeneAMP PCR System 9700 
     Biometra Thermocycler T-Personal 48 
qPCR:     Light Cycler 480, Roche 
Photometer:         Amersham pharmacia biotech Ultraspec® 3100 pro 
     mit DPU-414 Thermal Printer 
Sequenzierapparatur:       ABI Prism 310 Genetic Analyzer  
Sterilbank:         Heraeus Lamin Air® HLB 2472  
Zellkulturinkubator:        Heraeus CO2-Auto-Zero 
     Labotec Inkubator C200  
Entwicklermaschine:       Agfa, Curix 60  
FACS-Sorter:    FACS-LSR II, BD-Bioscience 
ELISA-Reader:   Labsystems, Multiscan B-Kanal Photometer EX-405 
Homogenisator:   MagN Lyser (Roche) 
Luminometer:    Microlumat LB 96-W Mess-system Winglow 1t;   
     EG&G Berthold 
Elekrophoresekammer:   HorizonTM 11-14 Horizontal Gel Electrophoresis 
     System, Gibco BRL (Agarosegele) 
     Biometra Electrophorese Minigel Twin G42 (SDS-Gele) 
Netzgeräte:     Bio-Rad PowerPac 200 
     Bachhofer Laboratoriumsgeräte 7410 Reutlingen 
6.2 Verbrauchsmaterialien   
Glasgefäße:       Sarstedt-Reaktionsgefäße  
Plastikgefäße:      Greiner  
Zellkulturgefäße:       Nunc  
Sterilfilter:       Millipore, Steritop, 0,22µm GP
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Die übrigen eingesetzten Geräte und Materialien gehören zur Standard-Laborausstattung und 
zeigen keinen relevanten Einfluss auf den Verlauf oder die Dokumentation von durchgeführ-
ten Experimenten.  
6.3 Chemikalien und Enzyme  
Es wurden Chemikalien der Firmen Bayer, Biolabs, Bio-Rad, Boehringer, Fluka, GIBCO 
BRL, Merck, Pharmacia, Renner, Riedel-de-Haen, Roth, Seromed, Serva und Sigma verwen-
det. 
Tabelle 6-1│Verwendete Enzyme.  
Enzym/Protein Hersteller 
GoTaq® Flexi DNA Polymerase Promega 
Herculase® Enhanced DNA Polymerase Stratagene 
M-MLV Reverse Transkriptase Life Technologies Gibco BRL 
PfuTurbo® DNA Polymerase Stratagene 
Restriktionsendonukleasen Biolabs 
Rnasin® Ribonuclease Inhibitor Promega 
T4 DNA-Ligase Promega 
6.4 Kits und Standards 
Tabelle 6-2│Verwendete Kits und Standards.  
Produkt Hersteller 
High Pure PCR-Product Purification Kit   Roche  
dNTPs  Amersham Biosciences   
Ready-Mix (Sequenzierungskit)  Applied Biosystems  
ECL™ Western Blotting Detection Reagens  Amersham Biosciences  
ECL™ - plus Western Blotting Detection Reagens  Amersham Biosciences  
Jetstar 2.0 Plasmid Maxiprep Kit   GENOMED 
Jetstar 2.0 Plasmid Midiprep Kit   GENOMED  
Jetstar 2.0 Plasmid Miniprep Kit   GENOMED  
Complete Mini – Proteaseinhibitortabletten  Roche  
GeneRulerTM 100bp DNA Ladder MBI Fermentas 
Prestained Protein MW-Standards, High Range   GibcoBRLTM   
Lambda DNA/ EcoRI+HindIII Marker, 3 MBI Fermentas  
Oligo-(dT)12-18-Primern  0.5 µg/µl, GibcoBRL®   
5fach RT-Puffer  GibcoBRL®     
0.1 M DTT  GibcoBRL®     
RNAsin®    RNAse-Inhibitor, 40 U/µl; Promega 
FuGENE 6 Transfection Reagent Roche 
Lipofectamine2000  Invitrogen 
QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix Roche 
Protein Assay Farbstoff-Konzentrat (Bradford) BioRad 
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Produkt Hersteller 
CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay Promega 
BD Cytofix/CytopermTM Fixation and Permeabili-
zation Kit  
Becton Dickinson Biosciences 
Luciferase Assay System Promega 
  
6.5 Oligonukleotidprimer 
Die Oligonukleotidprimer wurden von den Firmen Operon und Fermentas bezogen.   
Tabelle 6-3│Verwendete murine Primer für RT-PCR und qPCR.  
Bezeichnung  Sequenz (5‘  3‘) Verwendung 
GAPDH F AACTTTGGCATTGTGGAAGG Nachweis GAPDH / Expressi-
onsabgleich qPCR 
GAPDH R ACACATTGGGGGTAGGAACA Nachweis GAPDH / Expressi-
onsabgleich qPCR 
HPRT F GCTGGTGAAAAGGACCTCT Nachweis HPRT, RT-PCR 
HPRT R AAGTAGATGGCCACAGGACT Nachweis HPRT, RT-PCR 
TNFα F CGTCAGCCGATTTGCTATCT Nachweis TNFα, qPCR 
TNFα R CGGACTCCGCAAAGTCTAAG Nachweis TNFα, qPCR 
IFNγ F ACTGGCAAAAGGATGGTGAC Nachweis IFNγ, qPCR 
IFNγ R GACCTGTGGGTTGTTGACCT Nachweis IFNγ, qPCR 
IL-1β F GCCCATCCTCTGTGACTCAT Nachweis IL-1β, qPCR 
IL-1β R AGGCCACAGGTATTTTGTCG Nachweis IL-1β, qPCR 
IL-6 F AGTTGCCTTCTTGGGACTGA Nachweis IL-6, qPCR 
IL-6 R CAGAATTGCCATTGCACAAC Nachweis IL-6, qPCR 
IL-10 F CCAAGCCTTATCGGAAATGA Nachweis IL-10, qPCR 
IL-10 R TTTTCACAGGGGAGAAATCG Nachweis IL-10, qPCR 
TAK1 F GTCATCAGAAGCCAACAGCA Nachweis TAK1, qPCR 
TAK1 R  ATGCAGCAAAGAGAGGCATT Nachweis TAK1, qPCR 
pLOX F CTAGATGAGGAGACTGTGAGAG Nachweis des Vektors pLOX 
pLOX R GTTAAGAATACCAGT-
CAATCTTTCAC 
Nachweis des Vektors pLOX 
GFP F CCATGCCCGAAGGCTACGTCC Nachweis GFP, RT-PCR 
GFP R GGACGTAGCCTTCGGGCATGG Nachweis GFP, RT-PCR 
 
6.6 Verwendete Plasmide und Vektorkarten 
Tabelle 6-4│Verwendete Plasmide. 
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Plasmid Funktion Herkunft 
pLox lentiviraler Expressionsvektor von Pierre Corbeu aus 
Montpellier zur Verfügung 
gestellt 
pNF-κB luc  Reporterplasmid für NFκB Stratagene 
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Abbildung 6-1│Vektorkarte für pLOX.  
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6.7 Verwendete Computerprogramme / Datenbanken (Internet) 
Adobe Photoshop CS2  
Corel Photo-Paint 11.0  
Corel Draw 11.0  
DNA-STAR 4.0  
Microsoft Excel 2007  
Microsoft Word 2007 
Microsoft Power Point 2007  
MVPilot 1.0 Zellkulturdokumentation  
WinCam 2.0  
DC Leica Viewer 
INTAS Gel Capture Software  
  
Blast-search:   www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST/nph-blast  
Medline:           www4.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/medline.html  
Entrez nucleotide query:     www3.ncbi.nlm.nih 
6.8 Abkürzungungsverzeichnis 
λDNA     Lambda-DNA  
µg      Mikrogramm  
µl      Mikroliter  
µm      Mikrometer  
A      Adenosin  
AAV  Adeno-assoziierter Virus 
ACGT  ‘adoptive cellular gene tranfer’ 
ADAMT Aggrekanase (‚a disintegrin and 
  metalloproteinase with throm-
  bospondin motifs’) 
AP-1  Aktivator-Protein-1 
APC  Antigen-präsentierende Zelle 
APS      Ammoniumperoxydisulfat  
AS      Aminosäuren  
ATP      Adenosintriphosphat  
AV  Adenovirus 
bCII  bovines Kollagen Typ II 
BCA  Bichinolin-4-carbonsäure 
BCP  1-Brom-3-Chlorpropan 
BCR  B-Zell Rezeptor 
BMP  ‚bone morphogenetic protein‘ 
bp       Basenpaare  
BSA  bovines Serumalbumin 
CII  Kollagen Typ II 
C      Cytidin  
c      Konzentration  
CaCl2  Calzium-Chlorid 
CaPO4  Calzium-Phosphat 
CCP  citrullinierte Proteine 
CD  ‚cluster of differentiation‘ 
cDNA     komplementäre DNA  
CFA  ‚complete Freud‘s adjuvans‘ 
CIA  Kollagen-induzierte Arthritis 
CMV  Cytomegalovirus 
ConA  ConcanavalinA 
COX-2  Cyclooxigenase-2 
CRP  C-reaktives Protein 
CT  Kontrolle 
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CTLA  ‚Cytotoxic T-Lymphocyte 
  Antigen‘ 
CTR  Kontrolle 
d  day 
DC  dendritische Zellen 
ddNTP     Didesoxynukeotidtriphosphat  
DEPC     Diethylpyrocarbonat  
d.h.      das heißt  
DKK-1  Dickkopf Homolog-1 
DLN  ‘draining lymph nodes’ 
DMARD ‘disease modifying antirheumatic 
  drugs’  
DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle’s 
  Medium 
DMSO     Dimethylsulfoxid  
dn      dominant negativ  
dnTAK1 dominant negatives TAK1 
DNA      Desoxyribonukleinsäure  
dNTP     Desoxynukleotidtriphosphat  
DOPE  ‘dioleoylphosphatidyl- 
  ethanolamine‘ 
Dox  Doxyzyklin 
DTT      Dithiothreitol  
E.coli  Escherichia coli 
EDTA     Ethylendiamintetraessigsäure  
ELISA  Enzyme-linked Immunosorbent 
Assay 
env  ‚envelope‘ 
ERK  extrazelluläre, signalregulierte 
Kinase 
EtOH Ethanol 
FACS fluorescence activated cell sorting 
FasL Fas-Ligand  
FCS  fetales Kälberserum 
Fos Transkriptionsfaktor Fos 
FSC  ‚forward scatter‘ 
g      Erdbeschleunigung  
g      Gramm  
G      Guanosin 
gag  ‚group-specific antigen‘ 
GAPDH Glyceraldehyd-3-Phosphat
   Dehydrogenase 
GFP  ‚green fluorescent protein‘ 
GM-CSF Granulozyten-Makrophagen 
  koloniestimuliernder Faktor  
gp-39  Knorpel-Glykoprotein-39 
GTC  Guanidin-thiocyanat 
h      Stunde  
HCL  Salzsäure (Chlorwasserstoff) 
HEPES     N-2-Hydroxyethylenpiperazin-N-
  ethansulfonsäure  
Hind III     Restriktionsendonuklease  
HIV-1  humaner Immundefizienz- Virus 
  Typ1 
HLA  humanes Leukozytenantigen 
HLA-DR MHC-Zelloberflächenrezeptor 
HPRT     Hypoxanthin-Guanin  
  Phosphoribosyl-Transferase  
HSV  Herpes-Simplex Virus 
IFA  ‚incomplete Freud’s Adjuvans‘ 
IFN  Interferon  
IgG      Immunglobulin G  
IκB  natürlicher NFκB Inhibitor 
IKK  IκB Kinase Komplex 
IL  Interleukin 
IL-1ra  Interleukin-1 Rezeptorantagonist 
IL-1R  Interleukin-1 Rezeptor 
iNOS  induzierbare Nitritoxid-Synthese 
IRAK  ‚IL-1R-associated kinase’ 
IRES  ‘internal ribosomal entry site’ 
IV  Intravenös 
JNK  c-Jun N-terminale Kinase 
Jun  Transkriptionsfaktor Jun 
kb      kilo Basenpaare  
KCL  Kaliumchlorid 
kg  Kilogramm 
konz      konzentriert  
KRAP  Krüppel-assoziierte Box 
kV      Kilovolt  
l       Liter  
lat.  Lateinisch 
lipo  Lipofektamin 
LMP      Low Melting Point  
LPS  Lipopolysaccharid 
LTR  ‚long terminal repeats‘ 
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Luc  Luziferase 
LV  Lentivirus 
MΦ  Makrophagen 
M      Mol  
mA      Milliampère  
MAP3K MAPK-Kinase Kinase 
MAPK  Mitogen-aktivierte Proteinkinase 
MAPKK MAPK-Kinase 
MAPKKK MAPK-Kinase Kinase 
MCP-1  ‚Monocyte chemoattractant 
  protein-1‘ 
M-CSF  Makrophagen-Kolonie  
  stimulierender Faktor 
MEK  MAPK-Kinase Protein 
mg      Milligramm 
MgCl2  Magnesiumchlorid 
MgSO4  Magnesiumsulfat 
MHC   ‚Major Histocompatibility 
  Complex‘ 
min      Minute  
MIP-1  ‚Macrophage inflammatory 
  protein 1‘ 
MKK  MAPK-Kinase 
ml      Milliliter  
mm  Millimeter 
mM      Millimol 
M-MLV Moloney Murine Leukemia Virus 
MMP  Matrixmetalloproteinasen  
MOI  ‚multiplicity of infection‘ 
mRNA  ‚messenger RNA‘ 
MTX  Methotrexat 
MyD88  ‘Myeloid differentiation primary 
  response gene-88’ 
NaAc  Natriumacetat 
NaCl  Natriumchlorid 
NaF  Natriumfluorid 
NaOH  Natriumhydroxid 
Na4P2O7 Tetranatriumpyrophosphat 
NEAA  ‚non-essential amino-acids’ 
NEMO  ‚NFκB essential modulator‘ 
NFκB  Nuklear-Faktor-κ-B 
ng      Nanogramm  
nm      Nanometer  
nmol      Nanomol  
NO  Stickstoffmonoxid 
NT  ‚non-transfected‘ 
O.D.      Optische Dichte  
OPG  Osteoprotegerin 
P  Phospho- 
p38  Protein 38 
PAA  Polyacrylamid 
PAD  Peptidylarginin-Deiminase 
PBS  Phosphate-buffered-saline 
PCR      Polymerase-Kettenreaktion  
PEG      Polyethylenglycol  
Pen  Penicillin 
PFA      Paraformaldehyd 
PG  Prostaglandin 
pg  Pikogramm 
PGE2  Prostaglandin E2  
PI3K  Phosphoinositide 3-Kinase 
pmol      Picomol 
PnPP  p-Nitrophenyl-Phosphat 
pol  Polymerase 
PTPN  ‘protein-tyrosine phosphatase, 
  nonreceptor-type’ 
PVDF  Polyvinylidenfluorid 
qPCR  quantitative Polymerase- 
  Kettenreaktion 
RA  rheumatoide Arthritis 
RANK   Receptor Activator of NF-κB 
RANKL Receptor Activator of NF-κB 
  Ligand  
RF  Rheumafaktor 
RISC  RNA-induzierter Silencing-
Komplex 
RNA      Ribonukleinsäure  
RNAi  RNA-Interferenz 
RNase     Ribonuklease  
rpm      rounds per minute  
RPMI  Roswell Park Memorial Institute 
  Medium 
RT      Raumtemperatur  
rTA  chimärer Transaktivator 
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RT-PCR     Reverse Transkription- 
  Polymerase-Kettenreaktion  
rTS  Doxyzyklin-abhängiger Silencer 
rtTA  reverser Transaktivator 
S.  Seite  
Sal I      Restriktionsendonuklease  
SDS      Natriumdodecylsulfat  
sec      Sekunde  
s/f  serumfrei 
siCTR  Kontroll-siRNA 
sIL-1RAcP ‚soluble IL-1 receptor accessory 
  protein’ 
siRNA  ‘small interfering RNA’ 
siTAK1  siRNA gegen TAK1  
SSC  ‘sidewards scatter’ 
Strep  Streptomycin 
T      Thymidin  
T  Tag 
TAK1  TGFβ-aktivierte Kinase-1 
TCR  T-Zell Rezeptor 
TE      Tris-EDTA  
TEMED     N, N, N`, N`-Tetramethyl- 
  ethylendiamin  
TEP  Trypsin-EDTA-PBS 
Tet  Tetrazyklin 
tetO  Tetrazyklin-Operon 
tetR  Tetrazyklin-Repressor 
TGF-β   Transforming growth faktor-β  
Th  T-Helferzellen 
TLR  Toll-like Rezeptor 
TNF  Tumor-Nekrose Faktor 
TNFR  Tumor-Nekrose Faktor Rezeptor 
TRADD  ‘TNFRSF1A-associated via death 
domain’ 
TRAF ‘TNF Receptor Associated Factor‘ 
TRAIL ‘TNF-related apoptosis-inducing 
ligand’ 
TReg  regulatorische T-Zellen 
U      Unit  
UV      Ultraviolett  
V      Volt  
v/v      volume per volume  
Vol      Volumen  
WNT  setzt sich zusammen aus Wg für 
  Wingless und Int-1 
wt      Wildtyp  
w/v      weight per volume  
z.B.      zum Beispiel  
ZnSO4  Zinksulfat 
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